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1. RESUMEN

Las infecciones por adenovirus (Adv) y virus BK (VBK) han sido reconocidas en
los ultimos afios como causa importante de morbilidad y mortalidad en pacientes
con trasplante de células progenitoras hematopoyéticas (TCPH). El riesgo de
infeccion por Adv es mayor en nifios. En pacientes post TCPH las infeccién grave
por Adv causa enfermedad respiratoria grave, hepatitis, colitis, cistitis hemorragica,
enfermedad diseminada y muerte. La excrecion de VBK en orina (BK viruria) se ha
asociado a enfermedad: hematuria asintomética, cistitis hemorragica, estenosis
ureteral y nefritis intersticial. La cistitis hemorragica ocurre en un 10 a 25% de los
pacientes post TCPH.

Planteamiento del problema. Conforme han incrementado las alternativas de
TPH, se ha necesitado mayor y mas profunda deplecién de células T; esto
conlleva a que las infecciones virales se vuelvan causas importantes de morbilidad
y mortalidad en los receptores de trasplante de células hematopoyéticas, tal es el
caso de las infecciones por adenovirus y virus BK.

Justificacién. Los datos de poblacion pediatrica son escasos, no encontramos
informacion pediatrica de México. Se requiere estudiar el comportamiento de la
infeccion por adenovirus y virus BK, asi como la monitorizacion las cargas virales
por PCR-TR. El poder generar esta informaciéon ayudard a correlacionar los
niveles en sangre y otros liquidos corporales (orina en pacientes con infeccién por
virus BK y heces en pacientes con infeccion por adenovirus), con el desarrollo de
enfermedad.

Objetivo general. Describir el comportamiento de la carga viral de adenovirus y
virus BK en pacientes post trasplante de células progenitoras hematopoyéticas



Metodologia. Estudio prospectivo, longitudinal, descriptivo, seguimiento de una
cohorte de marzo de 2015 a marzo de 2017. Se medirdn de manera semanal
carga virales en sangre, heces y orina para adenovirus y virus BK. Se realizara
estadistica descriptiva, expresando los datos como promedio y desviaciones
estandar para variables con distribucién normal y como medianas con rangos para

variables con distribuciébn no paramétrica.

Resultados. Se analizaron 20 pacientes. El tiempo promedio de permanencia en el
protocolo fue de 118.7 dias. La mayor cantidad de pacientes presentaron carga
viral positiva para adenovirus en suero en la semana 8, encontrdndose positiva en
30% de los pacientes. En ningln paciente menor de 11 afios se detecto la
presencia de adenovirus en sangre. En heces, se encontr6 en un 90% de los
paciente. Su pico maximas a las 8 y 13 semanas. Solo 1 paciente presenté
manifestaciones clinicas de enfermedad por Adenoviurs. Para el virus BK desde el
dia -7 se observaron cargas virales positivas en plasma. Las cargas virales se
mantienen estables, con un maximo de pacientes positivos de 37%. En orina se
observa desde la semana O, incluso en nifios de 1 afio (50%), siendo mas
frecuente a partir de la semana 4, incrementando progresivamente hasta
presentarse en el 100% de los pacientes tienen el virus en orina. 3 pacientes

(15%) desarrollaron cistitis hemorragica.

Conclusién. Los hallazgos fueron muy similares a los descritos en la literatura. La
presencia tanto de adenovirus como virus BK es frecuente en pacientes
pediatricos, encontrandose en plasma y heces y plasma y orina respectivamente.
Ambos se encuentran desde la etapa pretrasplante y van incrementando conforme
se ve afectado el sistema inmune del paciente. A mayor inmunosupresion se
encuentra mayor carga viral y coinfecciones. Para poder llegar a conclusiones
estadisticamente significativas se necesita continuar el protocolo para tener una

mayor poblacion de estudio.



2. INTRODUCCION

Las infecciones por adenovirus y virus BK han sido reconocidas en los ultimos
afios como causa importante de morbilidad y mortalidad en pacientes adultos con
trasplante de células progenitoras hematopoyéticas (TCPH).

La informacién acerca del comportamiento de las cargas virales de estos virus en
la poblacién pediatrica es escasa y se desconocen el punto de corte en el que se
presentan manifestaciones de enfermedad. Ademas no existe informacién
pediatrica de México. Por lo que se decidié describir el comportamiento de la
carga viral de adenovirus y virus BK en pacientes post trasplante de células
progenitoras hematopoyéticas.



3. MARCO TEORICO

GENERALIDADES

El trasplante hematopoyético, también denominado trasplante de células
progenitoras hematopoyéticos (TCPH), es una terapia relativamente nueva, Gtil en
el tratamiento de diferentes enfermedades hematolégicas y no hematoldgicas
propias de la infancia. Los avances que han ocurrido en los Ultimos afios han
permitido lograr una tasa de respuesta de la enfermedad en 50-90% de los casos
segun la patologia; sin embargo, hoy en dia ain observamos complicaciones que
pueden poner en peligro la vida del paciente o deteriorar su calidad de vida.

Desde los afios 60 se empez0 a utilizar el TCPH para tratar leucemias avanzadas,
Inmunodeficiencia severa, y Sindrome Wiskott Aldrich. En la actualidad ha
incrementado la aceptacion del TCPH para el tratamiento de enfermedades
genéticas como aquellas que afectan la funciébn del eritrocito (talasemia,
enfermedad de células falciformes), la funcion de los granulocitos (agranulocitosis
y enfermedad granulomatosa crénica), la funcion plaquetaria (Sindrome de Wiskott
Aldrich, megacariocitosis congénita) y errores innatos del metabolismo.

FUNDAMENTOS DEL TRASPLANTE DE CELULAS PROGENITORAS
HEMATOPOYETICAS (TCPH)

OBJETIVO DEL TCPH:

1. Sustituir la hematopoyesis del paciente, por ser insuficiente, total o parcialmente

defectuosa o neoplasica.

2. Permitir la administracion de un tratamiento antineoplasico intenso con dosis
muy elevadas de quimioterapia o radioterapia. En este caso, es un recurso de

rescate que contrarresta la mielosupresion grave y potencialmente mortal del



tratamiento antineoplasico. Ademés, en el TCPH procedentes de un donador
sano, las células inmunocompetentes derivadas del injerto son capaces de
establecer una potente respuesta inmune en contra de las células neoplasicas
residuales, fundamento que se conoce como enfermedad injerto contra tumor.
(Gaytan-Morales F, 2013)

TIPOS DE TRASPLANTES:

Dependiendo del origen de las CPH, los trasplantes pueden ser autdlogos o

alogénicos.

Autdlogo: los pacientes reciben sus propias CPH, las cuales deben ser
cosechadas antes del acondicionamiento. Este tipo de trasplante se realiza

preferentemente en tumores solidos.

Alogénico: los pacientes reciben las células progenitoras de un individuo de
la misma especie. Puede tratarse de un hermano, otro donador relacionado

o un donador no relacionado. (Gaytan-Morales F, 2013)

Para que un trasplante alogénico sea exitoso, la clave es que la compatibilidad de
los antigenos leucocitarios humanos (HLA) del donador y el receptor sea cercana
al 100%. Los genes que codifican a las cadenas pesadas de las moléculas HLA
clase | (A, By C) y de los que codifican para las cadenas alfa y beta de los
antigenos DR y DQ de la clase Il, son muy cercanos entre si y se heredan de
manera conjunta, como haplotipos (constitucion alélica de mudltiples loci para un
mismo cromosoma). La distribucion de los alelos y de los haplotipos especificos

con diferentes en cada poblacion o grupo étnico. (Hooi Sian Eng, 2011)

Por lo tanto, se busca la compatibilidad de los alelos para HLA de clase | (A, By
C) y HLA de clase Il (DRB1 y DQB1). En general se miden 10 alelos.



Por cada alelo de HLA que no sea compatible existe una reduccion progresiva de
la probabilidad de sobrevida a 5 aflos en los pacientes Post TCPH, de
aproximadamente 10%. (Lee SJ, et al, 2007).

Se ha visto que los hermanos heredan generalmente los mismos genes HLA en el
cromosoma 6, es por esto que son los donadores ideales para un trasplante
alogénico. Como segunda opcién se encuentran otros donadores relacionados,
como los padre, y por ultimo los donadores no relacionados, en esta clasificacion
entra también el trasplante de sangre de cordon umbilical. (Alousi A, et al, 2013).

Existen los siguientes tipos de trasplante alogénicos:

» Singénico: cuando el donador es un hermano gemelo idéntico, con HLA
100% compatible. Estos pacientes no requieren inmunosupresores
posteriores al trasplante y no presentan enfermedad injerto contra
hospedero (EICH), aunque tampoco presentan el fendmeno injerto contra
tumor, por lo que el riesgo de recaida es més elevado.

e HLA compatile: los alelos son compatibles en una relacion 10 de 10. (Lee
SJ, 2007).

* Mismatched: alelos compatibles en una relacion 9 de 10 o menor, siendo de
mayor riesgo los compatibles en una relacién 7 de 10 o menor. En estos
pacientes se ha visto menor sobrevida, menor tiempo libre de enfermedad,
mayor mortalidad asociada a tratamiento y a EICH. (Lee SJ, 2007).

» Haploidéntico: Cuando el donador es compatible a 3 de 6 alelos (50%).

FUENTES DE CELULAS PROGENITORAS HEMATOPOYETICAS:

Médula 6sea: Ya no se realiza, por que tiene desventajas sobre la recolecciéon de

sangre periférica.
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Sangre periférica: Las células progenitoras hematopoyéticas residen en la
fraccidn mononuclear de la sangre periférica, en una concentracién de solo 1% a
10% de las encontradas en médula 6sea. La coleccion de gran numero de células
mononucleares es posible gracias al desarrollo de procedimientos de aféresis y al
uso de factor estimulante de colonias de granulocitos y monocitos. (McCredie KB,
1971, Socinski MA, 1988).

Cordon umbilical: existe un mayor numero de células progenitoras en la sangre
proveniente de corddn. Dentro de las ventajas se encuentran que estas células
pueden ser criopreservadas, siendo posible contar con un banco de donadores
inmediato, con tipos de HLA ya determinados. Es de féacil transporte y facil
administracion. Hay menor riesgo de enfermedad injerto contra hospedero, pero
mayor riesgo de falla del injerto, una reconstitucion inmune mas lenta y que los
donadores no estaran disponibles en caso de requerirse mayor cantidad de
células o una segunda donacion. (Gluckman E, 2001).

REGIMEN DE ACONDICIONAMIENTO

El paciente es sometido a un régimen de acondicionamiento con radiacion
corporal total y/6 quimioterapia. El propdsito de este tratamiento es eliminar las
células malignas residuales, dar una inmunosupresion adecuada para permitir que
el paciente acepte la nueva médula trasplantada, y hacer un espacio en la médula
para permitir el injerto del trasplante.

Los regimenes basicos incluyen ciclofosfamida combinada con Busulfan o
irradiacion corporal total. Las dosis de quimioterapia o quimio-radioterapia
administrada son intencionalmente ablativas o letales para la futura produccion de
células hematopoyéticas normales, por lo que no se deben administrar sin la

garantia de tener el trasplante para la restauracion de la funcién hematopoyética.
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La mortalidad temprana puede ser tan alta como 20% dependiendo del
acondicionamiento, la enfermedad y el estado del paciente. En el TCPH autdlogo
se eliminan los riesgos por EICH y el tratamiento inmunosupresor, sin embargo
contindan los riesgos por el régimen de acondicionamiento, falla de injerto y

aumenta la posibilidad de recaida.

El TCPH tiene un costo elevado y una morbimortalidad elevada, por esta razén se
requiere la estimacion del costo beneficio en comparacion con otros tratamientos.
Debe realizarse el TCPH si s6lo este ofrece la oportunidad de curacién para una
enfermedad mortal, cuando existe otro tratamiento que ofrece la misma

oportunidad de curacion, con menor riesgo se debe evitar el TCPH.

COMPLICACIONES INFECCIOSAS

Las infecciones, junto con la EICH, son la principal causa de morbilidad y
mortalidad posterior al trasplante. La mayor incidencia y severidad se correlaciona
con el mayor uso de inmunosupresores, mayor tiempo de recuperacion de
neutroéfilos y la reconstitucion inmune mas lenta. El tipo de infeccion a la que estan

mas expuestos los pacientes trasplantados varia en relacion con el tiempo.

En los receptores de TCPH alogénico, el riesgo de infeccidén no se limita al periodo
de granulocitopenia previo al injerto, sino que persiste hasta que ocurre la
reconstitucion inmune, que se presenta 12-24 meses posteriores al trasplante. El
EICH cronico y su tratamiento retardan la recuperacion de la funcion inmune

prolongando el periodo de riesgo.

Primera Etapa (Periodo pre-injerto) (0-30 Dias). Los procesos infecciosos estan en
relacion con dos factores principales:

1. La neutropenia prolongada

2. Las mucositis secundarias al uso de agentes quimioterapéuticos utilizados y

a la necesidad frecuente de accesos vasculares.
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En consecuencia, los gérmenes provenientes de la piel, cavidad oral y tracto
gastrointestinal son los mas prevalentes en esta etapa, en donde predominan las
infecciones bacterianas y por Candida sp. Las infecciones por bacilos Gram
negativos se incrementan cuando las barreras mucosas del tracto gastrointestinal

se encuentran rotas. (Michaels MG, 2010).

Las infecciones virales también ocurren en este periodo. Los nifios trasplantados
gue no tengan historia previa de infeccion por virus herpes simple deben recibir
profilaxis para prevenir la reactivacion. Los virus circulantes a nivel comunitario o

nosocomial también pueden representar una potencial fuente de infeccién.

Cada vez existe mayor evidencia de que los virus adquiridos en la comunidad son

causa creciente de morbilidad y mortalidad en los pacientes con TPH.

El adenovirus es particularmente importante como un agente viral, que puede
presentarse en etapas tempranas aungue tipicamente se presenta después del
injerto (Hale GA, 1999).

Segunda Etapa (Periodo post-injerto) (31-100 Dias). Se caracteriza por el
deterioro de la inmunidad celular. Este deterioro inmune es observado tanto en
receptores de trasplante autdlogo como en alogénico. Este riesgo se acentla
principalmente entre los dias 50 a 100 post-trasplante. De manera caracteristica
en esta etapa las infecciones bacterianas son menos comunes y predominan las
infecciones oportunista por Pneumocystis jirovecii y Aspergillus sp., que se
constituyen como los principales patégenos.

Citomegalovirus es el agente viral més frecuentemente implicado en esta etapa,
principalmente como una reactivacion. El Adenovirus es el segundo agente viral
mas importante en esta etapa y causa enfermedad en aproximadamente 30% de

los receptos de TPH (Lujan-Zibermann L, 2005).
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Tercera Etapa (Periodo Post-injerto tardio) (> 100 Dias). Caracterizada por el
deterioro persistente de la inmunidad celular y humoral, asi como la alteracién en
el funcionamiento del sistema reticuloendotelial. La EICH crénica compromete
significativamente la funcion del sistema inmune. Este deterioro es mas grave en
receptores de trasplante alogénico y condiciona un riesgo elevado de
reactivaciones virales por CMV vy varicela zoster e infecciones por virus
respiratorios y organismos encapsulados (S. pneumoniae y Haemophilus

influenzae), entre los mas frecuentes.

Actualmente y como consecuencia del mejor conocimiento de las complicaciones
infecciosas del trasplante se utiliza de manera generalizada profilaxis con aciclovir,
fluconazol y trimetoprim/sulfametoxazol, con lo cual ha disminuido la frecuencia y
gravedad de infecciones por herpes simple, Candida y P. jiroveci; por otro lado, el
uso de ganciclovir como profilaxis o tratamiento anticipado han tenido un efecto
similar en la frecuencia de enfermedad por citomegalovirus en el periodo temprano
después del trasplante. Pero a pesar de esto, existen multiples infecciones virales
para las que no se cuenta con un tratamiento profilactico especifico (Junghanss C.
2002).

ADENOVIRUS

Las infecciones por adenovirus son muy frecuentes y causan el 5-10% de todas
las enfermedades febriles en lactantes y nifios pequefios. Aunque las infecciones
sintomaticas por adenovirus suelen ser leves y autolimitadas en pacientes
inmunocompetentes, se han observado brotes de enfermedad respiratoria grave
asociada con una morbilidad significativa y fallecimientos ocasionales en los recién
nacidos y adultos sanos. Los adenovirus también se han convertido en serios
patégenos oportunistas en pacientes inmunodeprimidos transplantados de células
progenitoras hematopoyéticas o de organos sélidos. (Echevarria M. 2008; Ison
MG, 2006).
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Los adenovirus son virus de ADN liticos y sin envoltura. Los viriones maduros
tienen 70-90 micras de diametro y contienen una molécula de ADN lineal
bicatenaria de 36 kb en un complejo nuclear que esta encapsulado dentro de una
capside icosaédrica de 240 capsémeros. Se han identificado 52 serotipos de
adenovirus humanos. Pertenecen a la familia Adenoviridae, género
Mastadenovirus y se dividen en siete subgrupos (A a la G) en funcion de las
caracteristicas de la hemaglutinacion. (Berk AJ, 2007).

Los adenovirus pueden causar una amplia variedad de sindromes clinicos. El sitio
de entrada del virus parece determinar con frecuencia el sitio primario de la
enfermedad, como sucede en la propagacion de la enfermedad respiratoria aguda
por gotas respiratorias o de la diarrea infantil por transmisién fecal-oral, mientras
gue otras enfermedades limitadas a un 6rgano, como la cistitis hemorragica
probablemente se deben a una fase virémica de la infeccion. Puede persistir en
células epiteliales y tejido linfatico del tracto respiratorio inferior de individuos
sanos. La deteccion de la misma cepa aislada previa a tratamiento

inmunosupresor, sugiere la reactivacion endogena.

Las manifestaciones clinicas mas frecuentes de la infeccién por adenovirus se

definen a continuacion en la tabla 1.
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Tabla 1: Definiciones de procesos infecciosos que pueden ser atribuibles a

infeccion por adenovirus:

Proceso infeccioso

Definicién

Neumonia

Infeccion pulmonar aguda que se manifiesta por los siguientes
sintomas y signos:

Tos, fiebre, taquipnea, dificultad respiratoria, estertores
bronquiales y broncoalveolares, saturacion de oxigeno menor

del 94%. Radiografia con infiltrado intersticial

Colitis

Enfermedad caracterizada por evacuaciones disminuidas de
consistencia con o sin sangre mas la presencia de dolor

adominal.

Hepatitis

Incremento en las enzimas hepaticas (transaminasas) mas de

3 D.E. para la edad.

Nefritis

Incremento de creatinina y BUN por arriba de los limites para
la edad

Encefalitis

Enfermedad caracterizada por alteraciones del estado de
alerta, cefalea, crisis convulsivas, datos de focalizaciéon con un

liquido cefalorraquideo anormal.

Cistitis hemorragica

Presencia de hematuria grado 2 o mayor.

Sepsis

Presencia de datos de respuesta inflamatoria sistémica mas la

sospecha clinica o probada de infeccion.

DIAGNOSTICO

Para el diagndstico de infeccién por adenovirus se cuenta actualmente con las

siguientes técnicas: cultivo viral, pruebas serolbgicas, inmuno-ensayo enzimatico,

inmunofluorescencia directa y técnicas de reaccion en cadena de la polimerasa

(PCR) tanto en tiempo real como convencionales (Ljungman P, 2010).
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En pacientes gravemente inmunocomprometidos altos niveles de ADN de
adenovirus en sangre periférica, correlacionan con una mortalidad asociada a
adenovirus. Asi mismo un incremento en la carga viral es predictivo de eventos

mortales asociados a infeccidon por este virus.

TRATAMIENTO

No existen estudios controlados para el tratamiento de infecciones por adenovirus.
La disminucién en la inmunosupresion parece ser efectiva en algunos casos y
debe considerarse siempre que sea posible. Por otro lado, el cidofovir ha

demostrado tener actividad in vitro contra adenovirus.

Existen varios reportes de casos y series de casos con el uso de cidofovir, el cual
ha demostrado ser Util in vitro para disminuir la carga viral de adenovirus y otros
virus. La dosis de induccién es de 5mg/kg/semana por 2 semanas, posteriormente
5mg/kg cada 2 semanas. La nefrotoxicidad es el mayor riesgo de usar cidofovir y
se recomienda la administracién de probenecid y vigilancia estrecha de la funcién
renal (Lindemans CA, 2010).

VIRUS BK

El virus BK es un poliomavirus pequefio (45 nm), de doble cadena de ADN, sin
envoltura, que pertenece a la familia Papovaviridae, dentro de la que también se
encuentran los virus JC y el virus simiano SV-40. Su nombre proviene de las
iniciales de un paciente con trasplante renal, en el que se documenté por primera
vez una estenosis ureteral por virus BK. El virus BK es especifico de la especie
humana. (Randhawa 2006).

La fuente de transmision del virus BK es incierta pero solo se transmite de persona

a persona y no desde animales. El virus se ha aislado en muestras de orina,
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sangre, semen, biopsias de piel, asi como aspirados nasofaringeos de nifios con

infecciones respiratorias.

La seroprevalencia de la infeccion por virus BK varia entre el 60% a 80% en
poblacién general. (Chatzidimitriou 2010). Un estudio de 400 donadores de sangre

demostrd que el 82% era portador de virus BK (Egli 2009).

La infeccion primaria se presenta en la infancia y persiste en las células epiteliales
de los tdbulos renales sin causar enfermedad. La manifestacion méas frecuente
asociada a la primoinfeccion por virus BK es una infeccion de vias respiratorias
altas. Después de esta primoinfeccion, el virus entra en una fase latente en varios
tejidos (portador asintomatico), particularmente del tracto genitourinario y tejido
hematolinfoide. Periédicamente el virus BK se reactiva y se excreta en orina en un

5% a 10% de pacientes sanos, sin presentar sintomas (Rabi H, 2013).

DIAGNOSTICO

Cuando se sospecha de cistitis hemorragica por infeccion por virus BK, el
diagndstico puede realizarse por métodos citolégicos, como la busqueda de
células “en sefiuelo" en orina, o por métodos moleculares como PCR en sangre u
orina. Las células "en sefiuelo" son células infectadas por el poliomavirus que
tienen un ndcleo alargado que contiene una Unica inclusion intranuclear basofilica.
Estas células puede utilizarse como método de tamizaje para la infeccion por virus
BK dado su menor costo y alta sensibilidad para identificar replicacion viral, sin
embargo, las limitantes incluyen la experiencia del observador y que resultado
similares pueden presentarse con infecciones por otros virus como adenovirus y

virus JC.

Los métodos moleculares que incluyen la deteccion del ADN del virus BK en
sangre u orina, alcanzan mayores valores predictivos positivos de cistitis

hemorragica y son considerados la modalidad de eleccidén para detectar al virus
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BK. De cualquier forma hay que recordar que la deteccion del ADN de virus BK en
orina no tiene una alta especificidad para enfermedad, ya que los pacientes sin
cistitis hemorragica también pueden excretar virus BK (Leung AYH, 2001).

La cuantificacion del virus BK en plasma, especialmente cuando es superior a
ciertos valores, permite obtener mayores valores predictivos positivos de
enfermedad. Mas aun, la cuantificacion del virus BK o carga viral, permite
monitorizar la evolucion de los pacientes con nefropatia’ Esta cuantificacion se
realiza por métodos de PCR en tiempo real que permiten asignar un valor absoluto
en copias/ml. (Leung AYH, 2001, Laskin BL, 2013).

TRATAMIENTO

Actualmente, la piedra angular del tratamiento de las infecciones sintomaticas por
virus BK consisten en la reduccién del tratamiento inmunosupresor. Existen
corrientes de investigacion que asocian la cistitis hemorréagica por virus BK con el
uso de inmunosupresores mas potentes, como el tacrolimus o el micofenolato
mofetilo (MMF). Los estudios no han demostrado ninguna relacion entre el virus
BK y un inmunosupresor en concreto, sino con la carga inmunosupresora en su
conjunto. Actualmente no existen evidencias ni guias clinicas para pautas
concretas sobre la modificacion de la inmunosupresion en la nefropatia por BK.
Los métodos mas comunes son:

« Retirada o minimizacién del tacrolimus o el MMF.

« Sustitucién del tacrolimus por ciclosporina.

« Reduccion de la carga inmunosupresora en su conjunto.

Hasta la fecha no existe una medicamento que se haya probado en un ensayo
clinico como efectivo contra la replicacion del virus BK. El cidofovir ha sido
reportado en casos y series de casos Util para disminuir la actividad del virus BK.

El mecanismo por el cual tiene este efecto se desconoce.
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Otros medicamentos que se han utilizado en algunos casos como profilaxis para el
desarrollo de cistitis hemorragica incluyen el ciprofloxacino y la leflunomida.
(Dropulik LK, 2008).
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4. ANTECEDENTES

ADENOVIRUS:

El adenovirus es una infeccién reconocida cada vez con mas frecuencia como una
causa importante de morbilidad y mortalidad en pacientes inmunocomprometidos;
especialmente en pacientes con supresion severa de la funcién de las células T,
como son los pacientes con TCPH. Los nifios se ven mas afectados por este virus
gue los adultos (Legrand F, 2001, Lion T, 2003, Matthes-Martin S, 2012).

La infeccion por adenovirus en pacientes con TCPH puede ser adquirida, o el
resultado de la reactivacion de infecciones latentes (portador asintomatico) o
persistentes que, en pacientes inmunocompetentes, serian controladas por el
sistema inmune. Su incidencia varia entre 5% a 47% y de estos un 50 a 80%

desarrolla enfermedad invasiva severa (Robin M, 2007).

El principal factor de riesgo tanto para infeccion como para enfermedad
diseminada o letal por adenovirus es la deplecion de células T in vivo 0 ex vivo y

también los regimenes de acondicionamiento que contienen Alemtuzumab.

El EICH grave requiere tratamiento inmunosupresor intenso y prolongado y se ha
asociado en algunos estudios a un mayor riesgo de infeccion o enfermedad por
adenovirus. Un recuento absoluto de linfocitos <200/mcL en sangre periférica, se
ha asociado a un mayor riesgo de infeccion y enfermedad por adenovirus.

Otros estudios han demostrado que la ausencia de células T especificas contra
Adenovirus tiene un impacto negativo en la incidencia y el curso de la infeccion

por adenovirus en términos de duracion y mortalidad.

Los pacientes con trasplante de cordon umbilical también se han asociado a un

mayor riesgo de infeccion y enfermedad por adenovirus.(Matthes-Martin S, 2012).
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Otros factores asociados a infecciones graves por Adenovirus incluyen: el uso de
radiacion corporal total como parte del régimen acondicionamiento y aislamiento
de adenovirus en mas de un sitio anatdbmico como heces, orina 0 secreciones

respiratorias.

En resumen, el riesgo de desarrollar infeccion por adenovirus depende de varios

factores relacionados al trasplante:

Riesgo bajo: trasplante autdlogo.

Riesgo intermedio: trasplante alogénico sin EICH.

Riesgo alto: trasplante alogénico con deplecion de células T, relacionado o
no relacionado, HLA “mismatched”, pacientes con EICH recibiendo
corticoides.

Riesgo muy alto: EICH refractaria, trasplante con sangre de corddn,
deplecién intensa de células T y uso de anticuerpos anti-células T.

La infeccion por adenovirus se puede presentar de forma asintomatica, local o
diseminada. La enfermedad diseminada se acompafia de una alta mortalidad
(Legrand F, 2001, Matthes-Martin S, 2012).

Los primeros sintomas de la enfermedad por adenovirus en pacientes con TCPH
frecuentemente son fiebre, enteritis, elevacion de las enzimas hepaticas y

pancitopenia secundaria.

El espectro de enfermedad asociada a adenovirus en TCPH varia entre sintomas
gastrointestinales menores o sintomas respiratorios hasta colitis hemorragica
grave, cistitis hemorragica, nefritis, hepatitis, neumonia, encefalitis, miocarditis e

involucro de multiples 6rganos, frecuentemente asociados a falla hepatica.
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La enfermedad fatal por adenovirus se ha reportado en un 13% a 50% de los
pacientes infectados, siendo la enfermedad por adenovirus la causa de mortalidad
relacionada al trasplante en 2% a 6% de los pacientes de alto riesgo (Matthes-
Martin S, 2012).

En poblacién pediéatrica solo existen 12 estudios epidemiolégicos, con un total de
1370 pacientes trasplantados, de donde se obtiene una incidencia promedio de
viremia por adenovirus entre el 6% y el 28%. La incidencia incrementa
significativamente en el contexto de la deplecién de células T. En adultos se
reporta una incidencia entre 0% y 6% en 3 estudios. En general, la poblacion
pediatrica tiene un mayor riesgo de infeccién y enfermedad por adenovirus
después del TCPH. (Howard M, 1999, Jeulin 2011, Matthes-Martin S, 2012).

La busqueda en heces de ADN de adenovirus y su monitorizacion seriada puede
facilitar la deteccion temprana de una inminente viremia y guiar el uso de

tratamiento anticipado en pacientes con riesgo elevado.

Estudios han demostrado que la deteccién de ADN viral en muestras de heces se
asocia en un 30% a 46% a sintomas entéricos (Lion T, 2003). En el caso de
documentarse viremia posterior a un TCPH entre el 50% y el 82% de los pacientes

permaneceran asintomaticos con o sin tratamiento anticipado.

La deteccion en heces de ADN de adenovirus se ha reportado entre un 43% y
50% de los pacientes post TCPH (Bil-Lula I, 2010, Mynarek M, 2014). Se ha
reportado que la excreciéon de ADN de adenovirus en heces puede preceder a la
presencia de ADN en sangre periférica y en menor frecuencia puede presentarse
de manera simultdnea en heces y sangre. En pacientes con cargas virales en
heces >10"6 copias/ml de heces se han documentado cargas virales en sangre
periférica >10,000 copias/ml (Mynarek M, 2014).

23



Un estudio reportd que la carga viral en heces precede a la aparicion de ADN en
sangre en un promedio de 42 dias (rango 3 a 199 dias) en los pacientes con
infeccion sistémica (Jeulin H, 2011).

La enfermedad por adenovirus generalmente ocurre entre el mes 2 a 3 post-
trasplante y los estudios de monitorizacion de carga viral han demostrado que el
tiempo medio para la primera deteccion de ADN viral en heces, orina 0 sangre
periférica varia entre el dia +12 y el dia +44 (Lion T, 2003, van Tol MJ, 2005).
Aunque algunos pacientes con viremia pueden permanecer asintomaticos y
aclarar la infeccién espontaneamente, otras infecciones por adenovirus pueden
progresar, con un rapido incremento de la carga viral y llegar hasta la falla

organica multiple.

Actualmente no existen valores de corte internacionales estandarizados bien
definidos. Algunos centros utilizan un incremento en la carga viral <4 logio
copias/ml en sangre y >6 logio copias/ml en heces, para identificar a los pacientes
con riesgo incrementado de enfermedad por adenovirus (Matthes-Martin S, 2012).
En pacientes de alto riesgo, especialmente aquellos con niveles bajos de células T
y con EICH grave, la viremia frecuentemente se asocia a progresion y
diseminacién de la enfermedad (Ljungman P, 2010).

Por todo lo anterior, los estudios basados en PCR se han establecido como la
herramienta diagndstica estandar para una rapida, especifica, cuantitativa y

altamente sensible identificacion de adenovirus en diferentes tipos de muestras.

Debido a que la viremia y un incremento en la carga viral son predictores de
enfermedad por adenovirus, la monitorizacion seriada con PCR puede ser una
herramienta Util para identificar a los sujetos en mayor riesgo y que podrian
beneficiarse de recibir tratamiento anticipado.
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VIRUS BK

La infeccion por virus BK se presenta comunmente en el periodo post-injerto

temprano, es decir, del primero al sexto mes post trasplante.

Aproximadamente el 50% de los pacientes con TCPH presentaran BK viruria
(infeccion asintomética) en los primeros 2 meses post trasplante (Dropulik LK,
2008).

La incidencia de BK viruria es similar en los pacientes con trasplante alogénico
(46% a 53%) y en autdlogo (39% a 54%).

Debido al tropismo que tiene el virus BK por el epitelio genitourinario, la
manifestacion mas frecuente de la infeccion por virus BK es la afeccién del tracto

genitourinario.

En pacientes inmunocomprometidos, como lo es el paciente con TCPH, el virus
BK puede causar un variedad de manifestaciones clinicas, incluyendo la hematuria
asintomatica, cistitis hemorragica, estenosis ureteral y nefritis tubulointersticial
(Petrogiannis-Haliotis 2002, Rabi H, 2013).

La cistitis hemorragica es la complicacion mas frecuente en los pacientes post
TCPH, con una incidencia del 10% al 25% y se asocia con una morbilidad y
mortalidad significativa (Cesaro S, 2008, Dropulik LK, 2008, Rabi H, 2013,
Gargiulo G, 2014).

Actualmente se cree que la infeccion por virus BK durante el TCPH se debe a una

reactivacion del virus latente aunque una nueva infeccion o reinfeccion también se
ha postulado (Laskin BL, 2013).
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Multiples estudios han evidenciado que la BK viruria (presencia de virus BK en la
orina) precede o coincide con el inicio de la cistitis hemorragica, aunque también
40% a 50% de los pacientes con BK viruria persistente permanecen libre de
enfermedad (Dropulik LK, 2008). Esto indica que otros factores como la intensidad
del régimen de acondicionamiento, EICH agudo, inmunosupresion grave, donador
no relacionado y la presencia de anticuerpos anti IgG contra virus BK antes del

trasplante, se asocian al desarrollo de cistitis hemorragica.

Se ha documentado la asociacion entre la cistitis hemorragica y el virus BK, en
donde los pacientes con cistitis hemorragica tenian picos mayores de BK viruria y
excretaban al virus en orina por mucho mas tiempo. En un estudio se documenté
que los pacientes con cargas virales en plasma mayores a 10* copias/ml tienen un
riesgo significativamente mayor para desarrollar cistitis hemorragica (Erard V,
2005).
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5. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El trasplante de células progenitoras hematopoyéticos (TCPH) en pacientes
pediatricos, es una terapia relativamente nueva, estandar para el tratamiento de
diferentes enfermedades hematolégicas benignas, hemato-oncoldgicas,
genéticas, errores innatos del metabolismo y algunas inmunodeficiencias, siendo

en algunas de ellas la Unica terapia curativa.

Los avances que han ocurrido en los ultimos afios han permitido lograr una tasa
de respuesta de la enfermedad en 50-90% de los casos segun la patologia; sin
embargo, hoy en dia es aun una terapia de alto riesgo, presentando
complicaciones que pueden poner en peligro la vida del paciente o deteriorar su
calidad de vida. Conforme han incrementado las alternativas de trasplantes de
progenitores hematopoyéticos, se ha necesitado mayor y més profunda deplecién
de células T.

Las infecciones, junto con la enfermedad injerto contra huesped (EICH), son la
principal causa de morbilidad y mortalidad posterior al trasplante. En los
receptores de TCPH alogénico, el riesgo de infeccion persiste hasta que ocurre la

reconstitucion inmune, que se presenta 12-24 meses posteriores al trasplante.

Cada vez existe mayor evidencia de que los virus adquiridos en la comunidad son
causa creciente de morbilidad y mortalidad en estos pacientes, y por lo tanto
también causa de fracaso del trasplante.

Con el advenimiento de nuevas técnicas diagnésticas, principalmente por técnicas
moleculares se ha reconocido al virus BK y adenovirus como virus causantes de
infeccion en pacientes post TPH. La excrecion en heces de Adv precede a su
presencia en sangre. Un incremento rapido y sostenido de la carga viral en sangre

se asocia con la ocurrencia de enfermedad grave en nifios. La BK viruria >10*
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copias/ml se ha asociado significativamente al riesgo de desarrollar cistitis
hemorragica, aunque actualmente algunos estudios han empezado a documentar
gue la viremia por virus BK puede ser de mayor utilidad para la identificacién de

paciente en riesgo de cistitis hemorragica.

La mayoria de la informacion sobre estas infecciones viene de poblacion adulta.
En niflos con TPH es poco lo que se conoce acerca del comportamiento de la
carga viral en diferentes liquidos corporales y las manifestaciones clinicas de
estas infecciones. Mas aun no encontramos informacion cientifica generada en
América Latina, por lo que consideramos fundamental la realizacion de este
estudio inicialmente de tipo descriptivo, para tratar de determinar el papel de estos
virus en el campo del TPH en nuestra poblacién pediatrica. Posteriormente se

podra seguir su estudio enfocado esfuerzos hacia factores de riesgo y mortalidad.
Por lo mencionado anteriormente se planteé la siguiente pregunta de

investigacion: ¢, Cual es el comportamiento de la carga viral de adenovirus y virus

BK en pacientes post trasplante de células progenitoras hematopoyéticas?
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6. PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢,Cudl es el comportamiento molecular y clinico de la infecciébn por adenovirus y

virus BK en pacientes post trasplante de células progenitoras hematopoyéticas?
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7. JUSTIFICACION

El trasplante de progenitores hematopoyéticos se utiliza cada vez con mayor
frecuencia como parte del tratamiento de enfermedades hematologicas malignas y
no malignas. Los desarrollos mas recientes en regimenes de preparacion y
manipulacion del injerto, principalmente con deplecion de células T, asi como el
control de las infecciones post TCPH, han influido en el momento de aparicion y
epidemiologia de las infecciones virales.

En los udltimos afios se ha empezado a reconocer que las infecciones por
Adenovirus y virus BK son causas importante de complicaciones infecciosas con
una considerable morbilidad y mortalidad asociada en pacientes pediatricos con
TCPH.

La mayoria de la informacién sobre la infeccion por virus BK y adenovirus viene de
poblacién adulta. En nifios con TCPH es poco lo que se conoce acerca del
comportamiento de la carga viral en diferentes liquidos corporales y las
manifestaciones clinicas de estas infecciones. Mas aldn no encontramos
informacion cientifica generada en América Latina, por lo que consideramos
fundamental la realizacién de este estudio inicialmente de tipo descriptivo, para
tratar de determinar el papel de estos virus en el campo del TCPH en nuestra

poblacién pediatrica.

Es importante sefialar que esta terapia requiere de una infraestructura compleja
con personal altamente capacitado y medicamentos muy costosos. Involucra
mucho esfuerzo y paciencia de parte del personal de salud, pacientes y familiares.
Requiere un tiempo prolongado de hospitalizacién en aislamiento lo que pone en
riesgo la calidad de vida del paciente.

Por lo tanto, para que este tratamiento pueda ser mas accesible es necesario

disminuir la morbi-mortalidad. Al conocer mejor el comportamiento de virus como
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el BK y el adenovirus, que son causas frecuentes de infecciones en estos
pacientes, podremos hacer diagndsticos mas precisos e iniciar tratamiento

oportunos, disminuyendo la posibilidad del fracaso del trasplante.

31



8. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL.:

Describir el comportamiento de la carga viral de adenovirus y virus BK y sus
manifestaciones clinicas, en pacientes post trasplante de células progenitoras
hematopoyéticas (TCPH).

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

Determinar la carga viral en diferentes liquidos corporales (sangre y heces) de
adenovirus en pacientes post TCPH.

Determinar la carga viral en diferentes liquidos corporales (sangre y orina) de virus

BK en paciente post TCPH.

Correlacionar las cargas virales con las manifestaciones clinicas de la infeccién

por adenovirus y virus BK en pacientes post TCPH.
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9. HIPOTESIS
Hipdétesis: La monitorizacion molecular semanal de adenovirus y virus BK en

pacientes post TCPH, permitirda identificar la infeccion y describir el

comportamiento de la carga viral de estos virus.
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10. METODOS
DISENO DE ESTUDIO:
Tipo de estudio: Prospectivo, descriptivo, longitudinal, seguimiento de una cohorte
Periodo de estudio: marzo de 2015 a marzo de 2017.
Lugar de estudio: Hospital Infantil de México Federico Gémez (HIMFG)
TAMANO MUESTRAL:
Dada la naturaleza descriptiva del estudio, se incluirdn a todos los pacientes que
cumplan los criterios de inclusion durante el periodo de estudio.
Basados en que en 2014 se realizaron 17 trasplantes de CPH, se planea
completar una muestra de 20 pacientes (18 meses de inclusion de pacientes) para
el estudio.
POBLACION DEL ESTUDIO:
Criterios de inclusion:
Pacientes de 1 a 18 afios, de ambos sexos, que se ingresen a la unidad de
trasplantes para realizarles un trasplante de células progenitoras

hematopoyéticos

Criterios de exclusién:
Pacientes cuyo cuidador primario no acepte participar en el estudio.

Criterios de eliminacion:

Pacientes que en alguin momento deseen salir del protocolo.
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Pacientes de los que no se cuente con el 90% de las muestras.

Pacientes que presenten pérdida del injerto o recaida de la enfermedad.

DESCRIPCION GENERAL DEL ESTUDIO

A todos los pacientes que ingresen a la unidad de trasplantes del HIMFG para la
realizacion de TCPH se les invitara a participar en el protocolo. Se realizara el
proceso de obtencién del consentimiento informado por escrito y asentimiento del

menor (cuando sea el caso).

Se obtendran del expediente clinico datos epidemiol6gicos y demograficos durante

el tiempo que el paciente permanezca en el estudio.

Desde el dia -7 y hasta el dia +180, se tomara de manera semanal una muestra
de sangre (2ml) y una muestra de heces para la realizacion de PCR en tiempo real
(PCR-TR) para adenovirus. En la misma muestra de sangre y en una muestra
orina se realizara con los mismos intervalos de tiempo la deteccion de PCR-TR
para virus BK.

Las muestras serdn tomadas los dias lunes por la mafiana en la unidad de
trasplantes (junto con las muestras que se toman de manera rutinaria cada
semana a estos pacientes). Si el paciente fue egresado de la unidad de trasplante,
la muestra se tomara en la quimioterapia ambulatoria (lugar donde se toman las
muestras de estos pacientes para su seguimiento semanal en la consulta externa

de trasplantes).

Los sujetos de investigacion terminaran su participacion en el protocolo el dia

+180 post trasplante.

DETECCION CUANTITATIVA DE ADENOVIRUS
Se realizara la deteccion cuantitativa de la carga viral de Adenovirus, mediante

PCR (Reaccion en cadena de la polimerasa) utilizando el kit comercial Light Mix ©

35



y el equipo LightCycler® Roche Diagnostics. Se preparard una curva estandar

previo a la cuantificacion de las muestras (Ver en Anexo 4) .

DETECCION DE VIRUS BK

Se realizara la deteccion de virus BK a través de la cuantificacion de ADN por
PCR (Reaccion en cadena de la polimerasa) mediante el kit comercial Light Mix®,
utilizando el termociclador LightCycler®. Las caracteristicas especificas de la
prueba pueden verse en el anexo 5.
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11. CONSIDERACIONES ETICAS

Con base en las disposiciones del reglamento de la Ley General de Salud en
Materia de Investigacion para la Salud (DOF 02-04-2014), esta investigacion se
clasifica como una categoria Ill con riesgo mayor que el minimo. El volumen total
de sangre a extraer durante todo el estudio no serd mayor al 10% del volumen

circulante.

Este estudio se apega a los principios de buena préactica clinica basados en la
declaracion de Helsinki. Dado que este estudio involucra poblacién vulnerable, se

toman las siguientes medidas:

Se solicitar4 la firma de la carta de consentimiento informado por escrito al
cuidador primario (anexo 1) y carta de asentimiento del menor en aquellos
pacientes mayores de 8 afios de edad (anexo 2). Se brindara informacién acerca
de los objetivos, métodos, beneficios e incomodidades del proyecto, respetando la
decision de salir del protocolo en el momento que lo decidiera, y fomentando en

todo momento la seguridad del sujeto y su familia.
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12. PLAN DE ANALISIS ESTADISTICO

Se realizara estadistica descriptiva, expresando los datos como promedio y
desviaciones estandar para variables con distribucion normal y como medianas
con rangos para variables con distribucion no paramétrica. Se realizaran tablas de
2x2 para comparar las variables presentes en los pacientes con enfermedad por
virus BK (cistitis hemorragica). Se generaran graficos de los promedios de carga

viral en logaritmo 10 con su desviacion estandar.
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13. DESCRIPCION DE VARIABLES

En la siguiente tabla se realiza la definicién operativa de variables de resultado

Tabla 2: Definicién operativa de variables de resultados por adenovirus

3 TIPO DE ESCALA DE
VARIABLE DEFINICION OPERATIVA 3
VARIABLE MEDICION
POR ADENOVIRUS
o Presencia de ADN de adenovirus o
Viremia por Cuantitativa _
) en una muestra de sangre con la ) _ Copias/mi
adenovirus discontinua
prueba PCT-TR
. Presencia de ADN de adenovirus o
Infeccion por Cuantitativa _
) en una muestra de sangre o heces | _ Copias/ml
adenovirus discontinua
con la prueba PCT-TR
Excrecion de _ _ o
_ Presencia de ADN de adenovirus | Cuantitativa _
adenovirus en _ _ Copias/ml
heces con la prueba PCT-TR discontinua
heces
) y N Signos y sintomas compatibles
infeccion en sitio _ . N .
con infeccién en un sitio blanco* Categorica _
blanco por N _ _ Si/no
) MAS PCR-TR positiva para binomial
adenovirus )
adenovirus
La presencia de fiebre, datos de
Infeccion respuesta inflamatoria sistémica y .
) _ . ) Categodrica _
diseminada poro |afeccion de 2 o mas aparatos y ) _ Si/no
binomial

adenovirus

sistemas mas PCR-TR positiva par

adenovirus
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Tabla 3: Definicion operativa de variables de resultados por virus BK

POR VIRUS BK

Viremia por virus | Deteccion en sangre de ADN de Cuantitativa Coias/ml
_ _ _ opias/m
BK virus BK con la prueba PCR-TR discontinua
Viruria por virus Deteccion en orina de ADN de Cuantitativa _
) ) _ Copias/ml
BK virus BK con la prueba PCR-TR discontinua
Presencia macroscoépica de sangre .
_ ) ) _ Categorica _
Hematuria grado 2 | en orina. Evidenciada por o Si/no
. . ) binimial
coloracion rojiza de la orina.
Presencia macroscoépica de sangre
_ en orina. Evidenciada por franca Categorica _
Hematuria grado 3 y B _ _ _ Si/no
coloracion rojiza de la orina con binomial
pequefios coagulos.
Presencia macroscoépica de sangre
en orina. Evidenciada por franca
coloracion rojiza de la orina, con -
_ ) » Categodrica _
Hematuria grado 4 | coagulos que causan obstruccion _ _ Si/no
o ) binomial
urinaria que requiere
instrumentacion para remover el
coagulo
Cistitis Presencia de hematuria grado 2 o | Categorica si
i/no
hemorragica mayor binomial

* Los signos y sintomas de infeccion en sitio blanco dependeran del tipo de

infeccion que se sospeche. Las definicion de los procesos infecciones que pueden

ser atribuibles a adenovirus se encuentran en el anexo 3.
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VARIABLES CONFUSORAS

Infeccion concomitante de adenovirus/virus BK con otro microorganismo:
Documentada por su estandar de oro: cultivos en el caso de bacterias y hongos y
por biologia molecular en el caso de virus, durante el mismo periodo de tiempo.
Variable categorica nominal. Escala de medicién: Si/no.

41



14. RESULTADOS FINALES

Se analizaron 20 pacientes, de los cuales el 70% (14) fueron del sexo masculino.
La edad promedio fue de 10.1 afios (desviacion estandar (DE) 5.9, edad minima 1

afo, edad méximo 18 afos).

El tiempo promedio de permanencia en el protocolo fue de 118.7 dias (16.9
semanas), con un tiempo minimo de 21 dias y un maximo de 190 dias. Dado el
promedio de estancia en el protocolo, se decidié que el analisis de las cargas
virales, tanto de Adenovirus como de BK se realizara de los dias -7 hasta el dia
+100, para homogeneizar los resultados.

Dentro de los desenlaces finales encontramos que el 25% de los pacientes
termind con buen apego el protocolo. 15% se dio de baja por perdida del injerto,
10% por recaida y 5% por falla primaria al injerto. Solo un paciente (5%) dejé el
protocolo por falta de apego. Hasta el momento han muerto 9 pacientes (45%), 6
(30%) fallecieron durante el protocolo y 3 (15%) en el periodo post trasplante
tardio, habiendo ya terminado este protocolo. Estas Ultimas defunciones
estuvieron todas asociadas a EICH. 2 pacientes (10%) auln se encuentran activos

y en seguimiento.

Las indicaciones para la realizacion del trasplante fueron variadas. Los principales

diagndsticos se observan en el Grafico 1.
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Gréfico 1: Principales patologias de base de los pacientes trasplantados de CPH
(N=20)

“ Metabolopatias ; .
10% - Leucemia
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“ Hematoldgica ; Aguda (LLA); 30%
10% :

& Tumores

“ Linfoma de Burk

5% 3
- Leucemia

Mieloblastica
Aguda (LMA); 30%

Tabla 4: descripcion de las patologias de base de los pacientes a los que se les
realizé TCPH.

Patologias N %
Leucemia Linfoblastica Aguda (LLA) 6 30
Leucemia Mieloblastica Aguda (LMA) 6 30
Linfoma de Burkit 1 5
Tumores solidos
- Neuroblastoma
- Sarcoma de Ewing 3 1
- Tumor neuroectodérmico primitivo
Hematoldgica
- Anemia aplasica grave 2 10
- Sindrome mielodisplasico
Metabolopatias
- Adrenoleucodistrofia 2 10
- Mucopolisacaridosis |
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CARACTERISTICAS DEL TRASPLANTE

En la siguiente tabla se describen las caracteristicas de los trasplantes realizados,

los regimenes de acondicionamiento utilizados y si se realizé deplecién de células

T.

Tabla 5: Caracteristicas de los trasplantes realizados

_ Régimen de »
_ Tipo de Producto - | Deplecion de
Tipo de TCPH . acondicionami- ’
donador utilizado céelulas T
ento
Relacionado
o (20) 50%
Alogénico
Padre o Sangre _ _ _
(16) 80% o Mieloablativo Si
_ _ Madre periférica
Haploidéntico (12) 60% (3) 15%
(8) 80% (17) 85%
(9) 56%
Hermano
(2) 20%
) No Cordoén Intensidad
Autologo _ N _ No
relacionado umbilical reducida (8)
(4) 20% (17) 85%
(6) 30% (3) 15% 40%
Con radiacion
corporal total
(8) 40%
ADENOVIRUS

En la siguiente tabla se realiza una descripcion de algunas caracteristicas de los

pacientes, sus patologias y su tipo de trasplante con la finalidad de comparar la

presencia o ausencia de adenovirus en plasma, con algunos factores de riesgo

previamente descritos. También se desglosan las cargas virales tomando como

punto de corte > de 100 copias y > de 1000 copias en un intento de observar si

existen diferencias importantes.
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Tabla 6: Caracteristicas de los pacientes y cargas virales pico de adenovirus en

plasma:

Neqativa Positivas | Positivas
Caracteristica N | % Ng(% ) (>100c) | (>1000c)
N (%) N (%)
Edad < 5 afos 8 | 40 | 7(87.5) | 1(12.5) | 0(0%)
Edad >5afios | 12| 60 7(58) | 5(41.6) | 4(33.3)
Acondicionamiento
mieloablativo 121 60 9(75) 3(25) 3(25)
Acondicionamiento s | 40 5(62.5) | 3(37.5) | 1(12.5)
no mieloablativo ' ' '
Deplecionde | 5 | 15 | 5 @6.6) | 1(333) | 1(33.3)
Células T ' ' ’
Trasplante | 1| g4 | 10(62.5) | 6(37.5) | 4 (25)
alogénico
Donador
relacionado 10 | 62.5| 4 (40) 4 (40) 2 (20)
Donador no 6 |37.5| 2(33.3) | 4(66.6) | 2(33.3)
relacionado ' ' ' '
Trasplante 4| 20| 4@00) | 0(0) 0 (0)
autdlogo
EICH 8 | 40 6 (75) 2(25) | 1(12.5)
Patologia hemato- o
oncolégica 13| 65 | 8(61.5) | 5(38%) 3 (23)
Patologiano | 5 | a5 | §(g57) | 1(14.2) | 1(14.2)

hematolégica
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En le periodo pre trasplante, solo un paciente de 3 afios (5%), present6é una carga
viral en suero de 100 copias al dia -7, posteriormente este mismo paciente ya no

volvio a tener cargas virales detectables.

En el periodo post TCPH se encontré por lo menos una carga viral positiva de al
menos 100 copias en 30% de los pacientes. Si tomaramos como punto de corte
una carga viral mayor a 1000, como se encuentra reportado en algunos articulos
(Mynarek M, 2014) tendriamos una incidencia del 20%, sin embargo no existen
puntos de corte especificos, por lo que en este trabajo se describirdn como
positivas todas las pruebas en las que se detecte ADN de adenovirus, lo minimo

detectable son 100 copias.

El dia en el que la mayor cantidad de pacientes presentaron carga viral positiva en
suero fue el +56 (semana 8), encontrandose positiva en 16.7% de los pacientes.
Se presentaron otros dos picos al dia +77 (semana 11) (13.3% de los pacientes) y
al dia +147 (semana 21) (14.3%). Los pacientes que presentaron cargas virales en
suero positivas en el periodo post trasplante, tenian entre 11 y 16 afios. En
ningun paciente menor de 11 afios se detecto la presencia de adenovirus en

sangre.
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Carga viral Promedio de Adenovirus en Suero

Carga viral (log)

Semanas post trasplante

En heces, se encontré por lo menos una carga viral positiva de al menos 100
copias en 90% de los pacientes. Se encontraron pruebas positivas desde la
semana -1 y 0 en 10.5% y 30% respectivamente. Posterior al trasplante se
observa un incremento paulatino de pacientes con cargas virales positivas,
presentando sus picos maximas a las 8 (dia +56) y 13 semanas (dia +91),
encontrdndose en ambos momentos, cargas virales positivas en heces en el 50%

de los pacientes.

En las siguientes graficas podemos observar el comportamiento de las cargas
virales para adenovirus en suero y en heces. Se observan en el eje de las Y los
promedios en logaritmo base 10 de las cargas virales de todos los pacientes que
se encontraban en seguimiento en ese momento, en el eje de las X se observan
las semanas post trasplante. Podemos observar las desviaciones estandar
positivas y negativas de las cargas virales, reportandose por semana, hasta la
semana 14 o dia +100.
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Carga Viral Promedio de Adenovirus en Heces
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MANIFESTACIONES CLINICAS DE ADENOVIRUS

Solo 1 paciente presentdé manifestaciones clinicas de enfermedad por Adenoviurs.
Se trata de un masculino de 15 afios, con diagnostico de base de LMA, quien
recibié un régimen de acondicionamiento no mieloablativo con radiacién corporal
total. No se le hizo deplecion de células T. Se le realizdé un trasplante alogénico,
haploidénito, de donador relacionado (madre) que injerta adecuadamente. Al dia
+63 (semana 9) presentd evacuaciones diarreicas persistentes. Al dia +98
(semana 14) presenta datos de colitis hemorragica y fallece posterior a esto. En la

grafica 2 se puede observar la evolucién del paciente.

Gréfico 2: Comportamiento de cargas virales de Adenovirus y BK en paciente 1
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Carga viral (log)
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Evolucion clinica:

Semana 8: Inicia con leucopenia y neutropenia que persisten hasta la semana 14.
Semana 9: Presenta evacuaciones diarréicas que se mantienen hasta la semana
14, asi como cistitis hemorragica que se observa hasta la semana 14.

Semana 14: Evoluciona a colitis hemorragica, persistiendo con cistitis
hemorragica. Cursa con anemia, leucopenia, neutropenia, trombocitopenia,
transaminasemia y elevacion de GGT. Sepsis relacionada a catéter por E.
Faecium y mucormicosis. Curso con EICH cutdneo, hepéatico e intestinal grado Il
y recibié tratamiento inmunosupresor con Ciclosporina A, Mofetilmicofenolato,

Infliximab y Ciclofosfamida.
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VIRUS BK

Desde el dia -7 pretrasplante se pudieron observar cargas virales positivas en
plasma. Se encontrd positiva en el 17.6% de los pacientes evaluados.

Pudimos observar que las cargas virales se comportan de manera variable, pero
en general se mantienen estables, con un maximo de pacientes positivos de 37%,
siendo mas frecuente encontrarlas positivas a partir de la semana 4, (36.8%
positivos). Observamos los picos mas altos en las semanas 4 (36.8%), 8 y 9
(33.3%), 19 y 20 (37.5%) y 26 (33.3%). Lo que demuestra que el virus BK se
mantiene en sangre durante todo el periodo post trasplante.

Carga viral promedio de virus BK en suero
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Semanas post trasplante

En contraste con estos datos, se observo que las cargas virales de virus BK en
orina se encuentran positivas en el 37.5% de los pacientes en la semana -1y 0,
inclusive en los nifios de un afio (50%). Los pacientes positivos van incrementando

progresivamente y al final el 100% de los pacientes tienen el virus en orina. En las
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primeras 2 semanas las cargas se encuentran valores bajos de carga viral,

incrementandose paulatinamente posterior a la segunda semana, alcanzando en

algunos pacientes cifras elevadas.

Carga viral Promedio de Virus BK en orina
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CISTITIS HEMORRAGICA
3 pacientes (15%) desarrollaron cistitis hemorragica, todos del sexo masculino.
Las caracteristicas del trasplante y las presencia de EICH se resumen en la

siguiente tabla:

Tabla: Caracteristicas de los pacientes con y sin cistitis hemorragica

Sin Cistitis - _
o Con Cistitis Hemorragica
Hemorragica (n=17) P
(n=3) (15%)
(85%)
Trasplante
alogénico
0.34
No 4 (23.5)
Si 13 (76.4)
Régimen
Mieloablativo
0.30
No 6 (35.2) 2 (66.6)
Si 11 (64.7) 1(33.3)
Deplecion de
células T 0.33
No 15 (88.2) 2 (66.6)
Si 2(11.7) 1(33.3)
Edad < 5 afnos
No 11 (64.7) 3 (100) 0.21
Si 6 (35.2) 0 (0)
EICH
No 12 (79.5) 0 (0) 0.02
Si 5(29.4) 3 (100)
Edad
) 9 afios 16 afos 0.05
(promedio)
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Se realizé una andlisis multivariado preliminar para detectar factores de riesgo (a
sabiendas del pequefio tamafio de muestra) en donde el régimen de
acondicionamiento y la deplecién de células T, podrian sugerir un mayor riesgo de

cistitis hemorragica, sin lograr una significancia estadistica.
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15. DISCUSION
Dentro de los objetivos especificos de este trabajo se encuentra el describir el
comportamiento de la carga viral de adenovirus en plasma y heces en los

pacientes post TCPH.

Encontramos que la presencia de adenovirus en plasma y heces es frecuente. Se
encontré por lo menos una carga viral positiva de al menos 100 copias en 30% de
los pacientes. En heces se encontrd al menos una carga viral positiva de mas de
100 copias en el 90% de los pacientes. Esto correlaciona con lo reportado en la
literatura. Por ser una muestra muy pequefa de pacientes no es posible hacer un
analisis multivariado para detectar factores de riesgo para la infeccion. Cabe
mencionar que nuestro punto de corte para reportar una prueba como positiva es
muy pequeio y es probable que por esto encontremos una incidencia tan alta.

Igualmente

A diferencia de lo que menciona la literatura que reporta deteccién de en heces
entre un 43 y 50% de los pacientes (Bll-Lula I, 2010, Mynarek M, 2014).
En cuanto a la edad, los mayores de 5 afios fueron los que presentaron cargas

virales positivas en suero con mayor frecuencia.

Otro factor de riesgo descrito en otras series de casos es el tipo de
acondicionamiento administrado, siendo el mieloablativo el que confiere mayor
riesgo. En este estudio el 60% de los pacientes recibieron este tipo de
acondicionamiento y de estos el 25% presenté cargas virales positivas, en
comparacién con los que recibieron regimenes no ablativos que presentaron
cargas virales positivas en un 37%. Por la toxicidad medular que confiere y la
inmunosupresion secundaria se esperaria una mayor incidencia de positividad en
el primer grupo de pacientes, sin embargo se encontrd lo contrario. En otros
estudios realizados por Mynarek en 2014 vy Bil-Lula en 2010, se encontré que el

método de acondicionamiento no conferia un riesgo significativo.

54



Se ha observado que la deplecién de células T es uno de los principales factores
gue conllevan a presentar infeccion por Adenovirus en plasma. En este caso, de
los 3 pacientes a los que se les realizd este procedimiento, 1 (33.3%) presento
infeccion, igualmente en otros estudios se ha referido a este factor como no

significativo.

En cuanto al tipo de trasplante se observo mayor incidencia en los que fueron de
donador no relacionado, con un 66.6% de positividad vs los trasplantes de
donador relacionado con una incidencia del 40%, como se esperaba, de acuerdo a

la literatura.

Los trasplantes autdlogos parecen un factor protector, ya que en este caso, ningin
paciente presenté infeccion por adenovirus en plasma, sin embargo requerimos de

una N mayor para poder llegar a esta conclusion.

De los nifios que presentaron EICH el 75% presentaron infeccion por adenovirus.
Se ha descrito en otras series que esta complicacion conlleva a sobreinfecciones,
por la misma fisopatologia de la enfermedad, pero también porque se requiere de
un manejo inmunosupresor intenso, lo que conlleva a una supresion de células T,
gue favorece las infecciones virales. En estos pacientes es frecuente encontrar
coinfecciones, como el caso de nuestro paciente que presento infeccidon
diseminada por adenovirus, clinicamente significativa, que también presentaba
coinfeccién con virus BK. En estos pacientes con EICH y coinfecciones virales la
mortalidad es muy elevada.

Como era de esperarse se encontraron cargas virales positivas con mas
frecuencia en heces y también cargas virales mas altas. La infeccién se empezé6 a
detectar mas tempranamente en heces que en plasma. Por ejemplo, las cargas
virales mayores de 1000 en plasma, se empezaron a detectar a partir de la
semana 7, en un paciente Unicamente, siendo este el Unico infectado de los 20. En

cambio en heces se encontraron cargas virales mayores de 1000 desde la primera
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semana, en 1 paciente y para la semana 7 ya habia 9 pacientes infectados, 3 de
ellos con cargas virales mayores a 1000, manteniéndose consistentemente altas

durante todo el periodo evaluado.

En cuanto al virus BK encontramos que las cargas virales en orina se pueden
encontrar positivas desde la primera semana pretrasplante y que estas van
incrementado progresiva y rapidamente hasta que el 100% de los pacientes se
encuentran infectados. Llama la atencion que hasta los pacientes de un afio
presentan cargas virales positivas en orina, describiéndose como poco frecuente,

aunque posible, en la literatura.

Los pacientes que presentar cistitis hemorragica presentaban cargas virales en
orina muy elevadas, con logaritmos base 10 entre 15 y 23. En 2 de estos 3
pacientes se encontraron cargas virales pequefias (entre 100 y 1600 copias)
positivas en sangre en la semana previa, en el tercer paciente no se detectaron
copias en sangre hasta la 72 semana de haberse iniciado la cistitis. Sin embargo
hubo pacientes con cargas virales en orina tan altas como las observadas en
pacientes con cistitis activa, que se mantuvieron asintomaticos. Nuestro namero
de pacientes no es suficiente como para hacer una correlacién clinica con la
presencia 0 no de virus en sangre u orina y para fijar un punto de corte para decir

gue un paciente tiene riesgo o0 no de presentar una complicacion urinaria.

Al igual que con adenovirus, se observo claramente que en los pacientes con
EICH las coinfecciones virales son frecuentes y casi siempre presentan

manifestaciones clinicas importantes.

Se realizé una andlisis multivariado preliminar para detectar factores de riesgo (a
sabiendas del pequefio tamafio de muestra) en donde el régimen de
acondicionamiento y la deplecién de células T, podrian sugerir un mayor riesgo de

cistitis hemorragica, sin lograr una significancia estadistica.
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16. CONCLUSION

En este trabajo se cumpli6 el objetivo de describir de manera amplia el
comportamiento de las cargas virales de virus BK y adenovirus en pacientes
trasplantados de células progenitoras hematopoyéticas. Los hallazgos fueron muy
similares a los descritos en la literatura, con algunas excepciones en cuanto a los
factores de riesgo descritos. Pudimos observar que la presencia tanto de
adenovirus como virus BK es frecuente en pacientes pediatricos, encontrandose
en plasma y heces y plasma y orina respectivamente. Ambos se encuentran desde
la etapa pretrasplante y van incrementando conforme se ve afectado el sistema
inmune del paciente. Esto depende de la patologia de base, el tipo de trasplante,
la terapia de acondicionamiento recibida y el éxito del trasplante. Un factor muy
importante para la reactivacion de estos virus es la presencia de la enfermedad
injerto contra hospedero. A mayor inmunosupresion se encuentra mayor carga

viral y coinfecciones.

De nuestros resultados se pueden hacer hipétesis interesantes acerca de los
factores de riesgo que conllevan a infecciones clinicamente significativas y a un
mayor riesgo de mortalidad en los pacientes, sin embargo para que estas
aseveraciones puedan ser estadisticamente significativas necesitamos continuar

el protocolo para tener una mayor poblacion de estudio.
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17. LIMITACION DEL ESTUDIO

Dentro de las limitaciones del estudio podemos encontrar que la muestra es
pequeiia y no suficiente para hacer relaciones entre las cargas virales y las

manifestaciones clinicas que sean significativas.

La mayoria de los pacientes presentdé complicaciones que los obligé a salir del
estudio, por lo que no se lograron los mismo intervalos de tiempo de duracion del
protocolo para todos los pacientes. Ademas hubo falta de apego al llevar las
muestras completas al laboratorio, por lo que no contamos con todos los valores

correspondientes.
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18. CRONOGRAMA DE ACTIVIDADES

Tiempo de estudio Total: Marzo 2015 a marzo 2017.

Basados en que en 2014 se realizaron 17 trasplantes de CPH, se planea
completar una muestra de 20 pacientes.

Para esta tesis se tomaran los datos obtenidos de Marzo 2015 a Julio 2016.
Realizacion del marco tedrico: Marzo — Abril 2015.

Andlisis estadistico parcial: Marzo 2016

Andlisis estadistico final: Julio 2016

Presentacion de Tesis: Julio 2016
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20. ANEXOS

ANEXO 1 UTILIDAD Y APLICABILIDAD DE ESTA TESIS

La poblacién beneficiada sera la poblacion pediatrica aquejada de enfermedades
hematolégicas benignas, hemato-oncoldgicas, genéticas, errores innatos del
metabolismo y algunas inmunodeficiencias, que puedan mejorar su prondéstico o
incluso resolverse con un TCPH. El estudio tendra una gran utilidad dado que
permitird describir el comportamiento de dos virus que provocan una alta morbi-
mortalidad en estos pacientes. Es algo que nunca se ha hecho en poblacion latino
americana y solo en cohortes pequefias en el mundo, por lo que no se encuentra
claro como se comportan, cuales son sus puntos de corte para determinar
enfermedad y como se manifiestan. Es facilmente aplicable a otros centros, ya que
la medicion se realiza con kits estandarizados y las manifestaciones clinicas estan

claramente definidas.

VALOR SOCIAL Y VALOR EN SALUD PUBLICA:

El TCPH es un tratamiento que puede usarse para el manejo, e incluso la
resolucién, de muchas enfermedades pediatricas, generalmente graves, que
llevan a la muerte o a un deterioro importante en la calidad de vida de estos
pacientes. Al lograr determinar el comportamiento de estos virus en el periodo post
TCPH, logramos un paso en la comprension de como se presentan y manifiestan
infecciones virales que causan una alta morbi-mortalidad. Al lograr la deteccién
oportuna y el manejo adecuado de estas infecciones, disminuye el riesgo en estos
pacientes y se vuelve un procedimiento menos costoso y accesible. Ademas al
poder detectar estos virus, podemos descartar las etiologias bacterianas y
micéticas, optimizando el uso coherente de antibidticos y antimicéticos,

disminuyendo las resistencias a estos agentes.
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ANEXO 2. CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

“Correlacién De Las Manifestaciones Clinicas Con La Carga Viral En La Infeccion Por
Adenovirus Y Virus Bk En Pacientes Post Trasplante De Células Progenitoras
Hematopoyéticas”

HOSPITAL INFANTIL DE MEXICO FEDERICO GOMEZ
CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Proposito del estudio

Se invita a su hijo(a) para que participe en el estudio
de investigacion titulado “Correlacion De Las Manifestaciones Clinicas Con La Carga Viral En
La Infecciébn Por Adenovirus Y Virus BK En Pacientes Post Trasplante De Células
Progenitoras Hematopoyéticas” que se lleva a cabo en la unidad de trasplante de este hospital.
El proposito del estudio es evaluar particulas en sangre, orina y heces de su hijo, que nos ayuden
a identificar la presencia de 2 virus en el cuerpo de su hijo. Queremos conocer como se
comportan estos virus en los pacientes que como su hijo estan trasplantados de médula 6sea.

Su hijo(a) ha sido invitado a participar en este estudio porque es trasplantado de médula 6sea y
existe la posibilidad de que después del trasplante de adquieran este tipo de infecciones por virus,
por lo que pensamos que puede ser un buen candidato para este estudio.

Al igual que a su hijo(a), todos los pacientes que se trasplanten de médula ésea durante 2 afios,
seran invitados a participar en este estudio.

Procedimientos

Si usted acepa que su hijo(a) participe en este estudio, los procedimientos que ocurriran consisten

en:

1. De manera semanal desde el dia -7 al dia +100 después del trasplante de médula se tomara
una muestra extra de sangre de 2ml (aproximadamente una cucharadita), de la que le toman
de manera rutinaria para su seguimiento. De manera extra le solicitaremos también cada
semana una muestra de orina y de heces.

2. Desde el dia +101 hasta el dia +180, la muestra de sangre de 2ml, de orina de heces se
tomard cada 2 semanas o cuando su hijo presente sintomas que a consideracion de los
médicos puedan ser causado por alguno de los 2 virus que estamos estudiando.

3. Después del dia +180 su hijo terminara la participacion en el estudio.

Posibles riesgos y molestias

Los riesgos para su hijo(a) en este estudio consisten en un pequefio dolor al momento de sacar la
muestra de sangre, sin embargo esto se hara con equipo especial para minimizar el posible
malestar. También es posible que le quede un pequefio moretén.

Posibles beneficios que recibira al participar en el estudio

Los beneficios de este estudio no seran directamente para su nifio(a) y no recibird un pago por la
participacion de su hijo(a) en este estudio.

Si bien los beneficios directos para su hijo(a) pudieran no existir, los resultados del presente
estudio ayudaran a ampliar el conocimiento sobre la infeccién por estos 2 virus en los nifios con
trasplante de médula y en un futuro ayudar a buscar opciones terapéuticas.

Participacién en el estudio

La participacion de su hijo(a) en este estudio es completamente voluntaria. Usted esta en
completa libertad de retirar a su hijo(a) de esta investigacién en el momento que lo desee. Si usted
decide que su hijo(a) no participe en este estudio o si cambia de opinion y desea retirarlo estando
ya dentro del estudio, esto no afectara o no se le negara la atencién necesaria para su tratamiento
en este hospital.

Privacidad y confidencialidad
La informacién de su hijo(a) que pueda ser utilizada para identificarlo(a) (por ejemplo: nombre,

1
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“Correlacion De Las Manifestaciones Clinicas Con La Carga Viral En La Infeccion Por
Adenovirus Y Virus Bk En Pacientes Post Trasplante De Células Progenitoras
Hematopoyéticas”

direccion y teléfono) serd guardada de manera confidencial y por separado del expediente del
hospital de su hijo(a). La informacion de su hijo(a) y de los cuestionarios que usted nos conteste
solamente sera identificada a través de un nimero Unico que asignaremos a su hijo(a) al inicio del
estudio. Los coédigos que identifiquen el nimero del estudio con el nombre de su hijo(a) seran
resguardados confidencialmente y solo los investigadores tendran acceso a ellos.

Personal de contacto para dudas

Los participantes de este estudio le explicardn de forma detallada toda la participacion de su
hijo(a) en este estudio. Si usted tiene dudas puede preguntarlas con confianza y los
investigadores se la explicaran las veces que sean necesarias.

Si durante la participacién de su hijo(a) en el estudio le surge alguna duda, puede contactar a las
siguientes personas:

Dr. Félix Gaytan Morales (Pediatra oncélogo). Celular: 04455 3517-8718

Dra. Martha Avilés Robles (Pediatra Infectéloga). Celular: 04455 3939-1946

Declaraciéon de consentimiento informado

Yo declaro que se me ha explicado en
qué consiste este estudio, ademas he leido y comprendido la informacién anterior. Se me ha dado
la oportunidad de hacer preguntas y todas mis dudas han sido respondidas de manera
satisfactoria. He sido informado y he entiendo que los resultados obtenidos en este estudio
pueden ser publicados o difundidos con fines cientificos.

Al firmar este formato estoy de acuerdo en que mi hijo(a) participe en este estudio de
investigacién. Se me dara una copia fechada y firmada de esta carta de consentimiento informado.

Nombre de la madre o tutor: Firma
Fecha:
Nombre del padre o tutor: Firma
Fecha:

Nombre del nifio(a):

1.Testigo: Firma
Fecha: Direccion

Relacion con el paciente

2.Testigo: Firma
Fecha: Direccion

Relacion con el paciente

He explicado al Sr(a). la naturaleza y los
propositos de la investigacion; le he explicado acerca de los riesgos y beneficios que implica su
participacion. He contestado a las preguntas en la medida de lo posible y he preguntado si tiene
alguna duda. Considero que comprendié la informacion descrita en este documento y que
libremente da su consentimiento para que su hijo(a) participe en este estudio. Acepto que he leido
y conozco la normatividad correspondiente para realizar investigacion en seres humanos y me
apego a ella.

Nombre del encargado de obtener el consentimiento informado:

Firma _Fecha Teléfono:

Direccion:
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ANEXO 3. CARTA ASENTIMIENTO DEL MENOR

“Correlacion De Las Manifestaciones Clinicas Con La Carga Viral En La Infeccidon Por
Adenovirus Y Virus Bk En Pacientes Post Trasplante De Células Progenitoras
Hematopoyéticas”

HOSPITAL INFANTIL DE MEXICO FEDERICO GOMEZ
CARTA DE ASENTIMIENTO DEL MENOR

Te estamos pidiendo que participes en un estudio de investigacion que se llama: “Correlacion De Las
Manifestaciones Clinicas Con La Carga Viral En La Infeccion Por Adenovirus Y Virus Bk En
Pacientes Post Trasplante De Células Progenitoras Hematopoyéticas”.

Te hemos invitado porque queremos identificar en tu sangre, orina y heces particulas para vigilar el que
puedas tener una infeccién por virus llamados adenovirus y virus BK.

Queremos que participes para saber si el encontrar estas particulas en tu sangre, orina y heces nos puede
ayudar a reconocer mas tempranamente datos de infeccion por estos virus.

Si decides participar en este estudio, es posible que puedas tener molestias o dolor cuando te den el
piquete para tomarte las muestras de sangre. El piquete que te daran es el que rutinariamente se hace par
el seguimiento después del trasplante de médula osea y nosotros solo solicitaremos una cantidad de
sangre extra de 2ml. Tambien te pediremos una muestra semanas de orina y de heces.

Si ta decides que no quieres participar en el estudio, no hay problema, puedes decirselo al doctor. Si entras
al estudio pero después ya no quieres seguir participando, lo puedes decir en cualquier momento y no habra
ningun problema. TU recibirds el mismo tratamiento y atencién médica que siempre has recibido y no se te
tratard de manera diferente.

Si no entendiste algo de lo que dice esta hoja o si tienes cualquier duda, ten la confianza de preguntale al
doctor o a tus papaés.

Si tu firmas abajo con tu nombre, significa que entiendes la informacién que te dimos de este estudio, que
se te contestaron las dudas que tuviste y que aceptas ser voluntario para participar en este estudio. Puedes
hacer preguntas en cualquier momento y comunicarte con:

Dr. Félix Gaytan Morales (Pediatra oncologo). Celular: 04455 3517-8718
Dra. Martha Avilés Robles (Pediatra Infectéloga). Celular: 04455 3939-1946

Te vamos a dar una copia de esta hoja para que la conserves.

Nombre del nifio o nifia: Fecha:
Nombre del investigador: Firma:
Fecha:

1
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ANEXO 4. CURVA ESTANDAR PARA LA CUANTIFICACION DE
ADENOVIRUS y BK

Curva estandar para la cuantificacion de Adenovirus utilizando el kit comercial
LightMix ©® y el equipo LightCycler® Roche Diagnostics. Se preparara una curva
estandar previo a la cuantificacion de las muestras :

Se utilizard el ADN estandar, el cual se encontrara a 6 diferentes concentraciones
(10* a 10° moléculas/reaccion). Se afiadiran 40pl de agua grado PCR a cada vial
que contiene las diferentes concentraciones de ADN estandar para la curva. Se
resuspendera la mezcla anterior con una pipeta con movimientos de arriba y hacia

abajo por 10 veces.

Se preparard la mezcla de reaccion de PCR de la siguiente forma:

1X (p) 7x (ul)
Agua grado PCR (kit) 7.4 51.8
Mg2+ 25mM 1.6 12.6
Reactivo mix (sondas y | 4.0 28
primers)
FastStart mix 4.0 28
Volumen final= 15 pl

Se toman 15ul de la mezcla de reaccién de PCR y se afiladen 5 ul de ADN

estandar, comenzando de la concentracion mas baja, hasta la méas alta (1-6).

Las muestras de analisis seran obtenidas de la siguiente forma: Se obtendra 1mi
de sangre periférica se realizara la extraccion de ADN utilizando para su
preparacion el kit de extraccion de acidos nucleicos Magna Pure LC DNA isolation

kit®, en combinacion con el equipo Magna Pure® .

Se preparara la mezcla de reaccion de PCR para las muestras de analisis de la

siguiente forma:
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1X (ul) X (n+3) ul
Agua grado PCR (kit) 3.4
Mg2+ 25mM 1.6
Reactivo mix (sondas y | 4.0
primers)
IPC mix 4.0
FastStart mix 4.0

Volumen final= 15 pl

*Se agregaran 15l de mezcla de reaccién en cada capilar y 5ul de muestra para

obtener un volumen final de 20pl por muestra.

*Para el control negativo: se reemplazaran los 5ul de la muestra con 5ul de agua

grado PCR.

*Para el control positivo: se reemplazaran los 5ul de la muestra con 5ul de DNA

estandar del kit comercial.

Condiciones para la reaccion de PCR:

Program: Denaturation Cycling Melting Cooling
Parameter
Analysis Mode None Quantification Melting Curves None
Cycles 1 45 1 1
Segment 1 1 2 3 1 2 3 1
Target [C] 95 95 58 72 95 40 85 40
Hold [hh:mm:ss] 00:10:00 00:00:05 | 00:00:08 | 00:00:10 | 00:00:20 | 00:00:20 | 00:00:00 | 00:00:30
Ramp Rate [T/s] 20 20 20 20 20 20 05 20
Acquisition Mode None None Single None None None Cont. None|

Analisis de los resultados

*Curvas esperadas para

Adenovirus, canal 640.

70




Amplification Curves
23] = NTC —
‘ pONA1ED] 1E06 ——
= 18] = pONAITED2 ~ . —
Z DNA1ED3 / S
< DNA 1E04 ) e
.4 A1EDS ,’ —~
g A1ED6 /
< /
8 /
H / 1E0M
reg
5 40 45 5
= Standard Curve
i
Ener. 0,00224 ?30 — .
Efficizncy: 1.940 'g 20 Tm—
S 1 2 3 4 5 5}
Log Concentration
Amplification Curves Melting Peaks
42
s !
€ 32 7
3
é 22 e E
S o
R :
oo i B2
0 15 2 2% M X o 4 5 i
Cycles g
IE Standard Curve ;
-8 oL
er 00022 o3 T =
it (38 230 — 1%
A -
s ! 2 3 4 M 45 A 5 B B W 75 81 85
c Log Concentration Temperature (0
Amplification Curves Melting Curves
13 J 8 26l=—
1\ ;: > ~ 3 2mﬁ\
1 ya L § s\
m 039 P §
g s ) 3 10
8 07 / z
Y / L VR
§ o /|~ ol
g 04 |-
= gg / Melting Peaks
01 ] o217 A
v f— A
01 = 0117 A\
— [
5 5 0o17- ==

40 45 B0 55 60 BS 70
Temperature (°C)

~{(d/dT) Fluorescence (705)

PRUEBA PCR PARA LA CUANTIFICACION DE VIRUS BK

*Curvas esperadas para
Adenovirus del grupo A al
F, la curva roja muestra

el grupo B, canal 640.

*Curvas esperadas para
el Control Interno (IPC),
canal 740

La cuantificacién del Polyomavirus BK se analizara en el canal 640 del equipo, al

igual que las curvas melting (TM), en la seccién de Curvas Melting. El control

negativo (NTC) no debera dar sefal. Para la amplificacion del control interno, se
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observard el IPC en el canal 705, en la modalidad Curvas Melting. El control
negativo asi como bajas concentraciones de Polyomavirus BK en las muestras (10
a 1,000 copias) podras observase a través de la curva melting de su IPC con un
pico aproximadamente a los 50°C.

En cada corrida se utilizara un control negativo, el cual contendra agua mas la
mezcla de reaccion sin ADN. El control positivo para la corrida se realizara
reemplazando la muestra de interés por al ADN control dado en el kit. Las
muestras de analisis seran obtenidas de la siguiente forma: Se obtendra 1ml de
sangre periférica se realizara la extraccion de ADN utilizando para su preparacion
el kit de extraccién de acidos nucleicos Magna Pure LC DNA isolation kit®, en

combinacién con el equipo Magna Pure® .

A) Preparacion del mix de reaccion: Se agregara 66pul de agua grado PCR al vial a
utilizar, el cual contiene todos los primers y sondas para 16 reacciones. Se
mezclara la solucién con vértex y se centrifugara. Se utilizaran 4ul de esta mezcla
para una reaccion de PCR con un volumen final de 20ul. La solucién anterior seré

estable por 3 dias si es almacenada a 4°C, sin exposicion a la luz.

B) Se realizard& una curva estandar con ADN clonado y purificado con
concentraciones en un rango de 10° copias/reaccién a 10 copias/reaccién. Se
afadiran 40pul de agua gado PCR a cada vial de la curva. Se mezclara usando una
pipeta con movimientos de arriba hacia abajo, 10 veces. Se utilizara 5ul de esta
mezcla para una reaccion de PCR con un volumen final de 20ul. La solucién

estandar no es estable a largo plazo.

C) La mezcla de reaccion de PCR se realizara de la siguiente forma:

1X (ul) X (n+3)ul
Agua grado PCR (kit) 7.4
Mg2+ 25mM 1.6
Mix de reaccion (sondas | 4.0
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y primers)

FastStart mix

2.0

Volumen final= 15 pl

*Se homogenizara la mezcla de reaccién y se le dara un spin antes de colocar los

15pl en lo capilares del equipo.

El programa del equipo sera el siguiente:

Program: Denaturation Cycling Melting Cooling
Parameter
Analysis Mode None Quantification Melting Curves None
Cycles 1 45 1 1
Segment 1 1 2 3 1 2 3 1
Target [°C] 95 95 57 72 95 40 85 40
Hold [hh:mm:ss] 00:10:00 00:00:10 | 00:00:10 | 00:00:20 | 00:00:20 | 00:00:20 | 00:00:00 | 00:00:30
Ramp Rate [°C/s] 20 20 20 20 20 20 0.2 20
Acquisition Mode None None Single None None None | Continu. None
Resultados esperados:
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