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ABREVIATURAS

Alo-TPH: Trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos

BEAC: Carmustina-Etopdsido-Citarabina-Ciclofosfamida
BEAM: Carmustina-Etoposido-Citarabina-Melfalan
CMV: Citomegalovirus.

CPH: Células progenitoras hematopoyéticas

CVC: Catéter venoso central

DNA: Acido desoxirribonucleico

EICH: Enfermedad injerto contra huésped.

G-CSF: Factor estimulador granulocitario.

HLA: Antigenos leucocitarios humanos.

ITU: Infeccidn de tracto urinario

LBP: “Lipopolysaccharide binding protein”

MBL: “Mannose binding lectin”

MD2: Antigeno linfocitario 96

MDP: “Muramil dipeptide”

NAM: Neoplasia aguda mieloide

NK: Natural killer.

PAMs: Péptidos antimicrobianos

PAMPs: Patrones moleculares asociados a patdgenos
PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa.

PET: Tomografia por emision de positrones

PRRs: Receptores de reconocimiento de patrones
RIG-I: “Retinoic acid-inducible gene 1”

RNA: Acido ribonucleico

RR: Riesgo relativo

SNPs: Polimorfismos nucleotidicos puntuales.
TAC: Tomografia axial computarizada.

TAPH: Trasplante autélogo de progenitores hematopoyéticos
TPH: Trasplante de progenitores hematopoyéticos
TLR: Toll like receptor.

VEB: Virus Epstein Barr.

VHS: Virus herpes simple.

VRS: Virus respiratorio sincitial.

VVZ: Virus varicela zéster.

19



20



1. INTRODUCCION

21



22



1.1 TRASPLANTE AUTOLOGO DE PROGENITORES HEMATOPOYETICOS

El trasplante aut6logo de progenitores hematopoyéticos (TAPH) se puede definir como
la transferencia de células progenitoras recogidas previamente a un paciente, tras la
manipulacion de las mismas y/o administracion de quimioterapia a altas dosis. En los
ultimos 50 afios ha evolucionado hasta llegar a ser una terapia curativa para una
variedad de estados de fallo medular, neoplasias hematoldgicas, deficiencias inmunes
etc. y continla siendo investigado como una plataforma para la realizacion de terapia
génica, por ejemplo en errores innatos del metabolismo. Esta técnica permite el uso de
agentes antitumorales a dosis mucho mas altas de lo que se podrian administrar en un
ciclo de quimioterapia convencional. . EI TAPH es especialmente Gtil en los pacientes
con neoplasias quimiosensibles y cuando la toxicidad medular es un factor limitante de

las dosis altas de los quimioterapicos (1).

En casos seleccionados, el TAPH puede tener ventajas sobre el trasplante de
progenitores hematopoyéticos alogénico (alo-TPH). No es necesario identificar un
donante HLA compatible, se evitan complicaciones inmunoldgicas como la enfermedad
injerto contra huesped (EICH) y el rechazo del implante, no es necesario el uso de
tratamiento inmunosupresor para la preparacion del trasplante, profilaxis y tratamiento
de la EICH, es mejor tolerado en pacientes mayores y la estancia hospitalaria,
complicaciones y mortalidad son menores (1). A pesar de esto, tiene una serie de
inconvenientes: el producto a infundir puede estar contaminado por células neoplasicas
residuales, con el consiguiente riesgo de recaida, y ademas este tratamiento puede
aumentar el riesgo de desarrollar una neoplasia secundaria, especialmente leucemias

agudas y sindromes mielodisplasicos (1). La toxicidad secundaria a la quimioterapia y
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las infecciones contribuyen a la morbilidad y mortalidad asociadas al proceso, aunque
en este procedimiento no ocurre generalmente morbilidad secundaria a la enfermedad
del injerto contra huésped, como es habitual en el alo-TPH (2). Los pacientes sometidos
a un TAPH experimentan una severa inmunodepresion en algin momento del
procedimiento, la cual puede estar influida por varios factores, como son la edad, las
comorbilidades y la exposicion a infecciones previas al trasplante (3). Por tanto, los
pacientes a los que se realiza un TAPH estan sometidos a un alto riesgo de infecciones.
Otros factores también tienen gran importancia en este aspecto, como son la fuente de
progenitores hematopoyéticos empleada (existe una reconstitucion inmune mas rapida
en los pacientes en los que se emplea progenitores hematopoyéticos de sangre
periférica) y la dosis de CD34+ infundida, ya que niveles de células CD34+ de 3 x
10%/kg o superior estan asociados con una mejor recuperacion hematopoyética, una

incidencia disminuida de infecciones flngicas y mejor supervivencia global (4).

1.1.1 INDICACIONES DEL TAPH

Dado el riesgo que comporta el TAPH de administrar células neoplasicas residuales en
el in6culo de médula 6sea o sangre periférica, las principales indicaciones del mismo
son aquellas enfermedades que cursan sin afeccion medular (enfermedad de Hodgkin,
linfomas no hodgkinianos y tumores sélidos) (5). A pesar de ello, el TAPH se emplea
como forma de intensificar el tratamiento en pacientes con leucemia aguda
mieloblastica o linfoblastica, mieloma maltiple, u otras enfermedades linfoproliferativas
cronicas que carecen de donante compatible y/o el alo-TPH supone una toxicidad no
aceptable (5). Asimismo, se emplea en el tratamiento de la amiloidosis primaria y en

enfermedades autoinmunes resistentes a tratamientos convencionales (esclerosis
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maultiple, esclerosis sistémica, lupus eritematoso sistémico y artritis reumatoide entre

otras) (5).

1.1.2 TECNICA DEL TRASPLANTE

Evaluacion del paciente: Una vez que se ha sentado la indicacion del trasplante,
el paciente debe ser evaluado para conocer, por un lado el estado de la
enfermedad y, por otro, los riesgos posibles de que pueda presentar
complicaciones graves durante el TAPH. En la practica se limita a realizar una
evaluacion de la enfermedad y a conocer las comorbilidades que presenta. Se
realiza una analitica de rutina, un estudio de la médula dsea, estudio de las
serologias viricas, un ecocardiograma y unas pruebas de funcidn respiratoria.
Con estos datos se elabora el indice de Comorbilidad que tiene repercusiones en
las complicaciones y en la supervivencia de los pacientes trasplantados (6).
Obtencion de progenitores hematopoyéticos: éstos se pueden obtener de médula
6sea o de sangre periférica:

o De médula dsea: generalmente, las Células Progenitoras
Hematopoyéticas (CPH) se obtienen de las crestas iliacas postero-
superiores por punciones aspirativas de unos 3-5 ml cada una, en
pacientes con anestesia general o raquianestesia. De esta forma se
obtienen unos 800-1.200 ml de sangre medular, con un contenido de 10-
20 x 10° células nucleadas totales (entre 1,5 y 3,5 x 10%Kkg células
nucleadas y 2-3 x 10°/kg células CD 34+).

o De sangre periférica: para conseguir una adecuada movilizacion de las
CPH, es necesario administrar G-CSF solo o en combinacion con

quimioterapia. Mediante un separador celular, la sangre obtenida se
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separa en sus diferentes componentes, almacenandose en una bolsa las
celulas mononucleadas, que incluyen las células CD34+, y se devuelven
al paciente el plasma, los eritrocitos y los leucocitos polimorfonucleares.
En un proceso de aféresis circulan entre 10 y 20 litros de sangre,
obteniéndose una mayor cantidad de células CD34+ que en una
aspiracion de médula dsea.
Preparacion del receptor: los dias previos a la infusion de progenitores
hematopoyéticos se administra el tratamiento de acondicionamiento. Por lo
general se emplean esquemas de poliquimioterapia a dosis altas combinando
diversos agentes citotoxicos (ciclofosfamida, busulfan, melfalan, etoposido...)
gue en ocasiones se complementan con irradiacion corporal total.
Administracion de los progenitores: hoy en dia es frecuente la criopreservacion
de los progenitores hematopoyéticos hasta su utilizacion. El dia del trasplante
(denominado dia 0), se descongelan los progenitores de forma rapida y se
administran inmediatamente. Una vez administrados los progenitores
hematopoyéticos, anidan en las cavidades medulares e inician la reconstitucion

de la celularidad hematopoyética (5).

1.1.3 RECONSTITUCION INMUNE

Tras un acondicionamiento mieloablativo, los pacientes suelen experimentar un periodo
de pancitopenia que puede durar desde dias a semanas. La rapidez de la recuperacion de
neutrofilos varia en funcion del tipo de injerto: aproximadamente 2 semanas si se ha
utilizado sangre periférica movilizada con G-CSF y 3 semanas si se ha empleado

médula 0sea. La recuperacion de neutrdfilos, monocitos y células NK es seguida por la
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recuperacion de plaquetas y hematies, que son seguidos por la recuperacién de los

linfocitos By T (Figura 1).

Figura 1. Reconstitucion inmune de progenitores hematopoyéyicos.
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1.1.4 COMPLICACIONES INFECCIOSAS DEL TAPH

Periodo de neutropenia (dias 0 a +30). En esta fase, el riesgo de infeccion esta
relacionado con la rapidez de instauracion y duracion de la neutropenia. Otros
factores a tener en cuenta son la utilizacion de accesos venosos Yy la alteracion de
barreras naturales secundaria a la quimioterapia (mucositis, etc). Los patdgenos
mas habituales son bacterias (en los Gltimos afios hay un aumento de infecciones
por cocos grampositivos, como resultado del aumento de utilizacion de accesos
venosos centrales), Candida spp y virus herpes simple (VHS). En esta fase es
necesario emplear tratamiento empirico precoz ante la sospecha de infeccidn,

con un antibiético de amplio espectro, afiadiendo un glucopéptido si hay
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sospecha de que la infeccion pudiera estar causada por un coco grampositivo. Si
a los 5 dias hay persistencia de la fiebre sin documentacion microbioldgica, se
debe afiadir un antifungico.

Periodo intermedio (dias +30 a +100): en este periodo, favorecido por la
inmunodeficiencia postrasplante, se observan habitualmente infecciones por
virus y hongos. Las infecciones méas habituales son la infeccion citomegalica,
cistitis hemorragica por adenovirus o virus BK, neumonia por Pneumocystis
jirovecii, candidiasis diseminada y la aspergilosis con afectacion pulmonar o de
senos paranasales.

Periodo tardio (a partir de dia +100): Esta Gltima etapa se caracteriza por el
deterioro persistente de la inmunidad celular y humoral, asi como la alteracién
en el funcionamiento del sistema reticuloendotelial. Este deterioro es méas grave
en receptores de alo-TPH y condiciona un riesgo elevado de infecciones como
CMV, varicela zoster, virus Epstein—Barr, 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 Pneumocystis jirovecii; 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 (5).
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1.2 SISTEMA INMUNE.

El sistema inmune surge durante la evolucion para combatir las infecciones, para ello
cuenta con dos tipos de mecanismos que acttan de manera coordinada:

e Inmunidad innata con dos efectores: uno humoral con el sistema del
complemento, activado por la via alternativa o de las lectinas y otro celular
formado por: fagocitos, mastocitos, linfocitos NK, con receptores inespecificos
de reconocimiento del antigeno, que no tienen memoria y que actlan en las
primeras fases de la infeccion (7).

e Inmunidad adaptativa, con la presencia de los linfocitos T y B, inducibles,
caracterizados por su especificidad para reconocer los antigenos por seleccién
clonal y por la memoria inmunoldgica. Las respuestas de inmunidad adaptativa
son continuamente depuradas y ajustadas a lo largo de la vida del huésped. Cada
linfocito B y T adquiere un receptor estructuralmente Unico durante el
desarrollo, conllevando un vasto repertorio de receptores Unicos. Desde este
repertorio, las células expuestas a microorganismos u otros antigenos, se
expanden como un clon de células dirigidas a su antigeno especifico. Segun se
expande el clon, la afinidad y especificidad de su union particular aumentan. Por
tanto, los receptores mas Utiles son seleccionados y mejorados en el huésped a lo
largo del tiempo. Sin embargo, las respuestas inmunes “aprendidas” no pueden

ser transferidas a la descendencia de un individuo.

1.2.1 INMUNIDAD INNATA
La inmunidad innata hace referencia a las respuestas inmunes que estan presentes desde

el nacimiento y no son aprendidas, adaptadas o intensificadas como resultado de la
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exposicion a microorganismos, en contraposicion con las respuestas de los linfocitos T
y B en el sistema inmune adaptativo (8). La inmunidad innata protege al huésped en el
intervalo de tiempo que transcurre entre la exposicion microbiana y la respuesta
adaptativa.

Los mecanismos mediante los cuales funcionan los sistemas inmunes innato y
adaptativo (adquirido), son fundamentalmente diferentes: el sistema inmune innato
reconoce microorganismos a traveés de receptores de reconocimiento de patrones
(PRRs), que son receptores especificos para componentes moleculares de
microorganismos que no son creados por el huésped. Algunas respuestas inmunes
innatas son reguladas temporalmente como resultado de la exposicion a
microorganismos, pero los componentes del sistema inmune innato no cambian
permanentemente durante la vida de un individuo. Sin embargo, estudios filogenéticos
han mostrado que los genes de los PRRs y otros componentes se han modificado
gradualmente a lo largo de generaciones mediante seleccion natural (7).

Los fallos del sistema inmune por exceso o por defecto generan enfermedades
(autoinmunidad, alergia, inmunodeficiencia). Todavia no estd claro por qué algunos
receptores de trasplante desarrollan méas infecciones o cuadros infecciosos mas graves
que otros pacientes con similar grado de inmunosupresion. En este sentido, el papel de
la inmunidad innata en la respuesta a las infecciones en pacientes inmunodeprimidos
alcanza especial importancia. Es muy probable que la integridad del sistema inmune
innato no celular sea un factor importante en las infecciones en pacientes sometidos a
TAPH. En estos pacientes los regimenes de acondicionamiento (quimioterapia y
radioterapia) pretrasplante producen una ablacion de la respuesta inmune adaptativa y
de los efectores celulares de la respuesta inmune innata como los granulocitos,

macrofagos y células NK. En consecuencia, en este periodo de mayor inmunosupresion,
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es posible que la respuesta inmune innata no celular adquiera una mayor relevancia. El

sistema inmune innato humoral ha evolucionado para proteger al huésped en las fases

iniciales de una amenaza infecciosa. Este sistema se basa en una serie de moléculas

codificadas en la linea germinal que reconocen patrones moleculares altamente

conservados (9).

Los componentes del sistema inmune innato incluyen:

Barreras fisicas

Enzimas en células epiteliales y fagociticas: lisozima...

Proteinas relacionadas con la inflamacion: complemento, proteina C reactiva,
lectinas (como la MBL vy ficolinas).

Péptidos antimicrobianos: defensinas, catelicidinas... en las superficies celulares
de las células y en los granulos fagociticos.

Receptores celulares que reconocen la presencia de microorganismos y originan
una respuesta defensiva: Receptores toll-like (TLRs).

Células que liberan citoquinas y mediadores inflamatorios: macréfagos,
mastocitos, células natural-killer.

Fagocitos: neutrofilos, monocitos, macrofagos.

Funciones del sistema inmune innato:

Deteccidén de microorganismos y primera linea defensiva contra la invasion e
infeccion.

Regulacion de la inflamacion: los signos cardinales de la inflamacién (tumor,
rubor, calor y dolor) son productos de la accion protectora de la inmunidad
innata.
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e Mantenimiento de la homeostasis inmunolégica.

e Activacion e instruccion de las respuestas inmunes adaptativas.

1.2.1.1 Deteccion de microorganismos a través de patrones de reconocimiento

Las respuestas del sistema inmune innato son mediadas en su mayoria por proteinas que
reconocen e interaccionan con componentes que son especificos de los
microorganismos. Como se ha comentado previamente, estas proteinas se agrupan
como receptores de reconocimiento de patrones. Los compuestos moleculares de los
microorganismos reconocidos por los PRRs se llaman patrones moleculares asociados a

patdgenos (PAMPS) (7).

A) Receptores de reconocimiento de patrones (Tabla 1)
Los PRRs se pueden dividir en dos grupos: proteinas y péptidos secretados y

circulantes y receptores transductores de sefiales transmembrana.

» PRRs secretados y circulantes:

Estos incluyen péptidos antimicrobianos, colectinas, lectinas y pentraxinas. Estas
proteinas y péptidos median directamente la muerte microbiana, actGan como proteinas
helper para los receptores transmembrana, y favorecen la fagocitosis de las celulas
efectoras innatas y adaptativas:

- Péptidos antimicrobianos (PAMS): son un grupo de PRRs que son importantes para la
proteccion de la piel y las membranas mucosas, y en la digestion de los organismos
fagocitados. Los PAMs secretados sobre las superficies epiteliales en un lugar dafiado
crean una capa microbicida que dafia a los microorganismos previamente al ataque e

invasion. Son microbicidas frente a un amplio espectro de bacterias, hongos, clamidias,
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parésitos y virus encapsulados. Los PAMs forman poros en las membranas externas de
los microorganismos, con lo que se dafia la integridad de la membrana y lleva al
microorganismo a la muerte. Los PAMs existen en multiples formas y estructuras
diferentes, pero todas contienen racimos de aminoacidos hidrofébicos cationicos que se
unen a los fosfolipidos de la cara externa de las membranas de las bacterias cargadas
negativamente. Las membranas externas de las células de los animales contienen lipidos
que difieren de los de los microorganismos, y por tanto no son atacadas por los PAMs.

- Colectinas: representan otro tipo de PRRs. Son proteinas colageno-like que se unen a
los carbohidratos o lipidos en las paredes celulares de los microorganismos. Pueden
tener actividad microbicida directa o sefialar el microorganismo para que sea reconocido
por el sistema del complemento y la fagocitosis, y facilitan la destruccion de células
apoptéticas (10).

* Mannose binding lectin (MBL): es una lectina antimicrobiana, una colectina
bien caracterizada, y un reactante de fase aguda producida en el higado. La MBL
reconoce residuos de carbohidratos  terminales de bacterias grampositivas y
gramnegativas, hongos, virus y parasitos. Puede opsonizar microorganismos para que
sean fagocitados mediante el receptor Clq y activar el sistema del complemento,
originando lisis microbiana, quimioatraccion de neutroéfilos y fagocitosis.

-Lectinas: son proteinas que unen carbohidratos. La MBL es el prototipo de lectina de
defensa del huésped, pero las ficolinas 1/2/3y las galectinas son otras lectinas
importantes de defensa (11, 12). La MBL vy las ficolinas pueden unirse directamente a
los microorganismos y desencadenar la activacion de la via de las lectinas
independientemente de anticuerpos. Algunas galectinas humanas pueden unirse

directamente a las bacterias, alterar sus membranas y destruirlas sin participacion del
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complemento, asi como inhibir la replicacion del virus influenza e inducir la apoptosis
de algunas células (12-14).

-Pentraxinas: son una gran familia de proteinas, muy conservadas a lo largo de la
evolucion, y caracterizadas por un dominio C-terminal que contiene 5 subunidades (15-
17). Todas son reactantes de fase aguda secretadas en respuesta a la activacion del TLR

0 de citoquinas proinflamatorias.
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Tabla 1. Receptores de reconocimiento de patrones en humanos: secretados y

circulantes (18).

PRRs

Reconocen

Funciones

Péptidos antimicrobianos

Defensinas Membranas microbianas Lisis celular microbiana
Catelicidina
Opsonizacién
Quimioatraccién
Nexo de la inmunidad adaptativa
Colectinas
MBL Manano microbiano Activacion del complemento, lisis
microbiana y opsonizacion
Proteinas Membranas microbianas Opsonizacién, lisis de bacterias y hongos

surfactantes Ay D

Lectinas

MBL Carbohidratos microbianos Activacion de la via de las lectinas del
Ficolinas 1,2,3 complemento, con lisis y opsonizacién
Galectina bacteriana

Pentraxinas

Proteina C Reactiva

Pentraxina

(PTX3)

Carbohidratos microbianos

Activacion de la via clésica del
complemento, con lisis y opsonizacion

bacteriana

= PRRs asociados a células

Los PRRs unidos a membranas se expresan constitutivamente en muchos tipos de

células inmunes y en las células presentadoras de antigeno (macréfagos, células

dendriticas, monocitos y linfocitos B). En todas estas células, los PRRs sefializadores

transmembrana acttan como centinelas. Tras la activacion, inducen una rapida respuesta

de otros PRRs.
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Los principales PRRs transmembrana y sefializadores intracelulares son los siguientes
(19-23):

- Receptores toll-like (TLRs): son PRRs transmembrana que se encuentran en las
células del sistema inmune (especialmente monocitos, macréfagos, células epiteliales y
neutrdfilos), asi como en células dendriticas y en muchos otros tipos celulares.

Los TLRs reconocen una variedad de PAMPs, que incluyen componentes de la pared
celular microbiana, proteinas y acidos nucleicos. Las sefiales de los TLRs originan
cambios en la transcripcion de factores que regulan una multitud de genes, incluidos los
que codifican importantes citoquinas proinflamatorias.

- PRRs asociados a fagocitosis: los fagocitos expresan PRRs unidos a membrana en su
superficie celular, que a menudo funcionan asociados a los PRRs secretados. Cuando
estos PRRs de superficie celular se unen a los PAMPs, inician la fagocitosis, liberacion
de oxidantes tdxicos y trasladan los patdgenos a los lisosomas que contienen productos
microbicidas. En los macr6fagos, las proteinas derivadas de los patdégenos son también
procesadas a péptidos y presentados mediante las moléculas del complejo mayor de
histocompatibilidad en la superficie celular para atraer e instruir linfocitos T especificos
de antigeno.

- PRRs intracelulares: incluyen algunos de los TLRs, los receptores NOD-like, y la

familia del receptor RIG-T-like (Tabla 2).
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Tabla 2. PRRs asociados a

células (18).

RRP

Reconocen

Funciones

Unidos a membranas plasmaéticas

TLRs1,2,4,5,6

Variedad de PAMPs s

microbianos

Liberacion de citoquinas,

activacion de células inmunes

Receptor de macréfagos

Bacterias grampositivas y

gramnegativas

Liberacidn de citoquinas,

activacion de células inmunes

Receptor de manosa de

macrofagos

Manano microbiano

Opsonizacién de bacterias,

hongos

Dectina- 1

Glucano B fangico

Opsonizacién de bacterias,

hongos

Intracelular (citoplasmico o e

ndolisosomal)

TLR3,7,8,9,10

Variedad de PAMPs s

microbianos

Liberacién de citoquinas,

activacion de células inmunes

Receptores NOD-like

Peptidoglicano de la pared

celular microbiana, MDP

Liberacién de citoquinas,

activacion de células inmunes

Receptores RIG-I-like

RNA virico

Eliminacién de virus RNA 'y
DNA

MDAS5

RNA virico

Eliminacion de virus RNA

LGP2

RNA virico

Eliminacion de virus RNA

B) Patrones moleculares asociados a patdégenos

Los PRRs son capaces de distinguir entre tejidos propios y microorganismos mediante

el reconocimiento de PAMPs muy conservados. Cada tipo de PAMP es caracteristico

de un grupo especifico de microorganismos.

Las estructuras PAMP tienen algunas caracteristicas en comun:

- Se producen s6lo por microorganismos

- Habitualmente son estructuras compartidas por clases enteras de patdgenos y que no

varifan.
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- Generalmente son fundamentales para la integridad, supervivencia y patogenicidad de
los microorganismos, e incluso un microorganismo no puede mutar sus PAMPs para
evitar los mecanismos de defensa del huésped.

Un prototipo de PAMP es la endotoxina bacteriana (lipopolisacarido), un componente
de la membrana externa de todas las bacterias gramnegativas. La endotoxina contiene
Lipido A, una estructura altamente conservada de la membrana lipidica externa que

confiere muchas de las actividades biologicas de la endotoxina (24).

1.2.1.2 Células del sistema inmune innato

Los fagocitos profesionales (neutréfilos, monocitos, macré6fagos) son el componente
efector del sistema inmune innato (25-27). Otros tipos de células expresan PRRs como
ya se ha mencionado previamente, que juegan un papel importante en la defensa del
huésped. Las células dendriticas son las principales células presentadoras de antigenos,

y sirven de enlace entre la inmunidad innata y adaptativa (28, 29).

Neutrofilos: son los fagocitos circulantes mas abundantes en los seres humanos, siendo
las primeras células reclutadas en los sitios de infeccién e inflamacion. Son atraidos por
una variedad de factores quimiotacticos generados en estos sitios. Ciertos péptidos
antimicrobianos también son quimiotacticos para los neutréfilos (30). Todos estos
quimioatrayentes se difunden desde el sitio de infeccion o lesion para proporcionar un
gradiente quimiotactico para la migracion y posterior activacion de los neutrofilos.

Al llegar al sitio infectado, los neutrdfilos fagocitan los microorganismos invasores que
estan opsonizados por procesos inmunes innatos y adquiridos, tales como la fijacion de
fragmentos del complemento C3 e IgG.

Tras la fagocitosis, los microorganismos ingeridos son destruidos por mecanismos
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microbicidas mediante la fusion del fagosoma que contiene los microorganismos con
granulos intracelulares que contienen productos microbicidas como alfa defensinas y
oxidantes altamente reactivos generados por la NADPH oxidasa de los fagocitos.

Las proteasas de los granulos citoplasmicos de los neutrofilos (elastasa de neutréfilos y

catepsina G) también son importantes para la funcion microbicida de los neutrofilos.

Monocitos: son los precursores circulantes de los macrofagos, se desarrollan en la
médula 6sea y permanecen mas tiempo en la circulacién que los neutréfilos. Entran en
tejidos en los que se someten a diferenciacion en macrdéfagos, que son caracteristicos del
tejido en el que residen, por ejemplo, los macréfagos intersticiales y alveolares en el
pulmén, células de Kupffer en el higado, osteoclastos en el hueso, y las células
microgliales en el cerebro y la retina

Los macrofagos expresan una alta densidad de PRRs de superficie y, como los
neutrdfilos, responden rapidamente a la presencia de microorganismos. Estos dos tipos
de células se complementan y cooperan, pero difieren en varios aspectos importantes.
Entre éstos, los macrdfagos tienen un papel importante en la digestion de los
microorganismos Yy la presentacion de antigenos microbianos a los linfocitos para
iniciar una respuesta inmune adaptativa para el microorganismo. Ademas, los
macrofagos secretan méas de 100 proteinas que median la inflamacién y la defensa del
huésped, incluyendo potentes citoquinas (26).

Sin embargo, la inflamacion es una "espada de doble filo”. La microglia del sistema
nervioso central ilustra este punto: estas células evolucionaron para proteger al cerebro
de agresiones microbianas, pero la activacion inmune en la cual la microglia es clave, es

una caracteristica comudn de las enfermedades neurodegenerativas, como el Alzheimer y
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el Parkinson, la encefalopatia viral, derrame cerebral, lesion cerebral traumatica, y la

esclerosis multiple (31-33).

Células Natural Killer (NK): son un tipo de célula inmune innata con caracteristicas
Unicas. Son células linfoides que no expresan receptores de antigenos especificos
derivados de la exposicion a antigenos especificos, tales como receptores de células T o
inmunoglobulinas de superficie. Sin embargo, estudios en ratones han sugerido que las
células NK pueden alterar su comportamiento en funcion de la exposicién previa a

antigenos, por un mecanismo que es diferente del de las células T y B (34-38).

Otros tipos de células:

- Células epiteliales y mastocitos. Al igual que los macréfagos, estas células residen en
tejidos de alta exposicion antigénica y expresan PRRs que les permiten reconocer
PAMPs y responder con rapidez. Las células epiteliales proporcionan una barrera fisica
continua, asi como mecanismos de limpieza (como el sistema mucociliar y de
revestimiento de superficie con péptidos antimicrobianos) que protegen al anfitrion del
ambiente externo.

- Plaguetas: expresan PRRs, producen citoquinas, reclutan leucocitos a los lugares de
dafio tisular e interaccionan con los leucocitos y las células endoteliales a través de P-
selectina para mediar en eventos proinflamatorios. Sin embargo, igual que otros
componentes del proceso inflamatorio, en ocasiones juegan un papel patoldgico en

casos tales como la aterosclerosis y la sepsis (39).
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1.2.2 MANNOSE BINDING LECTIN (MBL)

La via de la mannose-binding lectin (MBL) del complemento es parte del sistema
inmune innato, como hemos mencionado previamente, y parece que puede influir en el
riesgo de padecer infecciones en pacientes con cancer durante el tratamiento
quimioterapico. La MBL se produce por los hepatocitos y se encuentra en la circulacion
como oligbmeros de cadenas polipeptidicas idénticas. La unién de las regiones
reconocedoras de carbohidratos de los oligdmeros del MBL a estructuras especificas de
carbohidratos de la membrana de los microorganismos inicia un proceso de activacion
(40-42). Este proceso conduce a la activacion del complemento con la formacion del
complejo de ataque de membrana, lisis de microorganismos y formacion de moléculas
coadyuvantes de la fagocitosis como las opsoninas, asi como la formacion de
anafilotoxinas quimiotécticas y activadoras de células. Asi, niveles bajos de MBL se
asocian a una susceptibilidad incrementada de infecciones especialmente recurrentes o
graves en nifios y adultos. Sin embargo, la presencia de niveles bajos de MBL de forma
aislada no suele producir enfermedad, sino que ésta aparece cuando al déficit se asocian

otros defectos inmunes, como puede ser un TAPH.

1.2.2.1 Estructura de la proteina MBL

La MBL es un complejo de estructuras de triple hélice, y cada cadena polipeptidica
contiene cuatro dominios: una region N-terminal, rica en cisteina, de 21 aminoacidos,
que esta involucrada en la oligomerizacion mediante la formacion de enlaces disulfuro
intra e inter-subunidades, un dominio colageno-like de 59 aminoacidos compuesto por
20 repeticiones en tandem de Glicina-Xaa-Yaa (excepto la repeticion 8, que solo

consiste en Glicina-Glutamina), una a-hélice de 30 aminodcidos, crucial para iniciar la
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polimerizacion, y un dominio C terminal reconocedor de carbohidratos de 188
aminoacidos.

Aunque la MBL sérica se caracteriza por una compleja mezcla de oligdmeros,
actualmente se acepta generalmente que la mayor parte de la MBL sérica consiste en
trimeros y tetrameros de 3 y 4 triples hélices de subunidades funcionales de MBL, pero
que también es posible encontrar otras formas oligoméricas mayores (pentameros,

hexadmeros) y formas oligoméricas menores (43-45) (Figura 2).

Figura 2. Estructura molecular y actividad biolégica de las colectinas
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1.2.2.2 Variaciones genéticas del gen MBL2
Al gen que codifica la MBL se le conoce como MBL2. El exon 1 del gen MBL2,
localizado en el cromosoma 10, contiene tres polimorfismos nucleotidicos puntuales

(SNPs) en el codén 52 (CGT a TGT; Arg—Cys, llamado alelo “D”), codon 54 (GGC a
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GAC: Gly—Asp, alelo “B”) y codén 57 (GGA a GAA; Gly—Glu, alelo “C”) (46).
Colectivamente se denomina a estos alelos “O”, y “A” al alelo salvaje. Estos SNPs
tienen como consecuencia regiones de colageno alteradas que interfieren con la
formacion de oligémeros de alto orden. Esta alteracion en la polimerizacion causa bajas
concentraciones séricas de MBL de alto peso molecular y una disfuncién de la misma
(Figura 3). Aparte de estos polimorfismos del ex6n 1, hay otras muchas regiones
polimérficas situadas en la region del promotor del MBL2, incluyendo las posiciones -

550 (variante H/L) y -221 (variante X/Y), ambas sustituciones de nucleétido G a C (47).

Figura 3. Estructuray mutaciones del MBL
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1.2.2.3 Epidemiologia de la MBL

Se ha descrito una gran variedad en la frecuencia de los diferentes alelos del gen MBL2
en varios grupos étnicos en todo el mundo. La frecuencia de alelos B en algunas areas
de indios sudamericanos llega al 80%. En algunas areas al oeste de Africa las variantes
C llegan al 32%. En cambio, en la poblacion aborigen de Australia no se han hallado
variantes alélicas, y los alelos C y D estan ausentes en esquimales y ciertas poblaciones
de Sudéfrica. La alta frecuencia de variantes alélicas de MBL2 en los diferentes grupos
étnicos y areas demogréficas sugiere que las obvias desventajas inmunoldgicas de los
niveles bajos de MBL, de alguna manera podrian tener algin beneficio (48).
Actualmente, hay dos hipétesis fundamentales que sugieren cual podria ser la ventaja de
las variantes alélicas del gen MBL2. Una sugiere que los niveles bajos de MBL son
beneficiosos en los nifios, ya que la activacion del complemento mediada por la MBL
podria intervenir promoviendo respuestas inmunes agresivas. La otra hipotesis sugiere
que la MBL facilita la absorcién de microorganismos intracelulares; por tanto, niveles

bajos de MBL tendrian un efecto protector.

1.2.2.4 MBL e infeccion

Cuando la respuesta inmune adaptativa es inmadura o estd comprometida, el sistema
inmune innato constituye la principal defensa contra las infecciones. Se ha observado un
aumento en la incidencia de infecciones en pacientes con deficit de MBL pediatricos e
inmunocomprometidos. Asimismo, se ha visto que pacientes adultos con infecciones

recurrentes tienden a presentar concentraciones de MBL insuficientes (49-51).
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MBL e infecciones bacterianas

Un estudio britdnico de 266 pacientes pediatricos que padecian enfermedad
meningococica, demostrd asociacion entre los alelos variantes de MBL2 y la
enfermedad, sugiriendo que las variantes genéticas del gen de la MBL podrian ser
responsables de un tercio de los casos (52). Asimismo, el déficit de MBL se ha asociado
a infecciones bacterianas graves tras la utilizacion de quimioterapia o de la realizacién
de trasplantes de progenitores hematopoyéticos (53, 54). La presencia de variantes
alélicas del MBL2 en pacientes con fibrosis quistica se asocia a mal pronostico y
reduccion de la supervivencia estimada en 8 afios. Se ha demostrado que la causa de
esta reduccion de supervivencia se debe al curso mas agresivo de la enfermedad
pulmonar causada por la infeccién crénica de Pseudomonas aeruginosa y un mayor
riesgo de adquirir una infeccion por Burkholderia cepacia, la cual se asocia a menudo
con mayor mortalidad que la colonizacién crénica por Pseudomonas aeruginosa. En
caucasicos, se ha sugerido que los individuos homocigotos para variantes de codones
del exdén 1 podrian tener un riesgo aumentado de enfermedad invasiva por neumococo
(55-57). Sin embargo, una enfermedad concomitante es un factor de riesgo
independiente para adquirir una infeccidn invasiva por neumococo en estos estudios.
Los pacientes con niveles bajos de MBL a los que se realiza resecciones electivas
gastrointestinales por enfermedad neoplasica del tracto gastrointestinal, presentan
también de forma significativa un aumento en las infecciones postoperatorias (58, 59).
En contraste con las propiedades protectoras de la MBL contra las infecciones por
bacterias extracelulares, se ha observado que las infecciones por micobacterias ocurren
mas frecuentemente en pacientes con niveles elevados de MBL. Se ha sugerido que el
aumento de fagocitosis mediado por el complemento como resultado de la opsonizacion

facilitaria estas infecciones intracelulares (60).
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MBL e infecciones viricas

Se ha descrito la asociacion entre la infeccion persistente por virus de hepatitis B con
alelos variantes de MBL2, asi como una supervivencia superior en pacientes con
hepatitis B y altos niveles de MBL (61-63). Sin embargo, la asociacion de la MBL con
la infeccion por el virus de la hepatitis C es menos concluyente (64-67). El papel de la
MBL en relacién con la enfermedad por VIH se ha estudiado ampliamente. Hay
estudios que demuestran un aumento de las concentraciones séricas de la MBL durante
la infeccion por VIH, indicando un papel de la MBL en la patogénesis y progresion de

la infeccion por VIH (68, 69).

MBL e infecciones fungicas

El manano es un componente fundamental de las paredes fungicas, y la MBL se une con
gran avidez a Candida albicans y Aspergillus fumigatus, asi como a Cryptococcus
neoformans (70-72).

En un modelo murino se comprob6 que la MBL juega un papel protector en la
aspergilosis pulmonar invasiva (73). Este hallazgo también se ha comprobado en
pacientes inmunocomprometidos, y de la misma forma se ha observado que influye en
el resultado de pacientes sometidos a alotrasplante de progenitores hematopoyéticos,
presentando un aumento de infecciones fungicas invasivas los pacientes con disfuncion

en la via de la MBL (74-76).

MBL e infeccidn por protozoos
Nifios hospitalizados de Gabon con malaria severa presentaron niveles inferiores de
MBL, comparado con nifios con malaria moderada (77). Un estudio mayor de nifios de

Gambia no mostré aumento global en los alelos variantes de MBL2 en pacientes con
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malaria severa. Hubo un aumento de pacientes O/O entre aquellos con malaria cerebral,

pero éste no fue estadisticamente significativo (78).

MBL e infecciones en pacientes sometidos a trasplante de progenitores
hematopoyéticos

Como se ha expuesto previamente, los polimorfismos del gen MBL2 y los niveles bajos
de la MBL se han asociado con un aumento de las infecciones graves en pacientes
inmunodeprimidos. Esto se ha puesto de manifiesto en varios estudios que comparan la
incidencia de infecciones graves en pacientes sometidos a la realizacion de un alo-TPH
en funcién de los polimorfismos del MBL2 o los niveles de MBL (75, 76, 79, 80),
aunque en un estudio de Chaudhry (81), en el que se comparaban las infecciones en
nifios sometidos a alo-TPH, la baja concentracion de MBL sérica no se asocié con
aumento de la susceptibilidad de ningun tipo de infeccion post- trasplante.

Respecto a la incidencia de infecciones en pacientes que reciben un TAPH, en un
estudio de Mglle (82) se comprobé que los pacientes homocigotos para el alelo salvaje
de MBL2 tenian un riesgo menor de padecer una septicemia, comparado con los
pacientes que presentaban el alelo variante de MBL2; asimismo, en el estudio de
Horiuchi et al (83), se observo que los genotipos que producen bajos niveles de MBL se

asocian con un aumento de infecciones bacterianas graves.

1.2.3 RECEPTORES TOLL-LIKE (TLR)

Los Toll-like receptors (TLRS) son proteinas transmembrana tipo | con ectodominios
que contienen repeticiones ricas en leucina, que median en el reconocimiento de
PAMPs. Hasta el momento actual, se han identificado 10 TLRs funcionales en el

hombre (Tabla 3) y 12 en el raton, estando presentes los TLR1 a TLR9 en ambos (84).
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Tabla 3.

Receptores Toll- Like

PRRs Localizacion Ligando Origen microbiano del ligando
TLR1 | Membrana plasmaética | Lipoproteina Bacterias
TLR2 | Membrana plasmatica | Lipoproteina Bacterias, virus, parasitos
TLR3 | Endolisosoma RNA Virus
TLR4 | Membrana plasmaética | Lipopolisacéarido | Bacterias, virus
TLR5 | Membrana plasmaética | Flagelina Bacterias
TLR6 | Membrana plasmatica | Lipoproteina Bacterias, virus
TLR7/8 | Endolisosoma RNA Virus, bacterias
TLR9 | Endolisosoma DNA Virus, bacterias, protozoos
TLR10 | Endolisosoma Desconocido Desconocido

Los PAMPs reconocidos por los TLRs incluyen lipidos, lipoproteinas, proteinas y
acidos nucleicos provenientes de una amplia variedad de microorganismos como
bacterias, virus, parasitos y hongos. El reconocimiento de los PAMPs por los TLRs se
lleva a cabo en varios compartimentos celulares que incluyen la membrana plasmatica,
endosomas, lisosomas y endolisosomas. Los estudios realizados indican que hay vias de
sefializacion especificos segun el tipo celular que definen las propiedades
inmunoldgicas de los TLR. Por ejemplo, las células dendriticas plasmocitoides y los
monocitos inflamatorios tienen una via de sefializacion Unica que gobierna las
respuestas antiviricas que probablemente esta ausente en otros tipos celulares (85, 86).

Aunque los TLRs son esenciales para inmunidad protectora contra las infecciones, las
respuestas inapropiadas de los TLRs contribuyen a la inflamacion aguda y cronica, asi
como a la aparicion de enfermedades sistémicas autoinmunes. De hecho, los ratones con
defectos en la regulacion negativa de la respuesta mediada por TLRs desarrollan este

tipo de enfermedades. Mas aun, existe evidencia creciente que indica que moléculas

enddgenas producidas por células muertas, o en ciertas condiciones patologicas,
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estimulan los TLRs, teniendo como resultado el desarrollo o aceleracion de
enfermedades inflamatorias o autoinmunes.

Los TLRs se dividen en dos subgrupos dependiendo de su localizacion celular y los
ligandos PAMP. Un grupo contiene TLR1, TLR2, TLR4, TLR6 y TLR11, que se
expresan en las superficies celulares y reconocen principalmente componentes de las

membranas de los microorganosmos como lipidos, lipoproteinas y proteinas (Figura 4).

Figura 4. Reconocimiento de PAMP por TLRs de superficie celular.
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El otro grupo esta compuesto por TLR3, TLR7 TLR8 y TLR9, los cuales se expresan
exclusivamente en vesiculas intracelulares como el reticulo endoplasmico, endosomas,

lisosomas y endolisosomas, donde reconocen acidos nucleicos (Figura 5).
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Figura 5. Reconocimiento de PAMPs mediante TLRs intracelulares.
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1.2.3.1 Mecanismo de actuacién de TLR4y TLR2

TLR4 responde al lipopolisacéarido (LPS) bacteriano, un componente de la membrana
externa de las bacterias gramnegativas que puede causar shock séptico (87). TLR4
forma un complejo con MD2 en la superficie celular, y juntos constituyen el
componente principal de unioén al LPS. La formacion resultante, consistente en un
receptor multimérico compuesto por dos copias del complejo TLR4-MD2-LPS inicia la
transduccion de sefiales mediante el reclutamiento de moléculas adaptadoras
intracelulares. Otras proteinas adicionales, como la “Lipopolysaccharide binding
protein” (LBP) y CD14, también estan involucradas en la unién a lipopolisacaridos.
LBP es una proteina plasmatica soluble que se une al lipopolisacarido y CD14 es una
proteina glicosilfosfatidilinositol que se une a la membrana celular sin tener dominio
intracelular. Se expresa en monocitos, macréfagos y polimorfonucleares. Tiene alta
afinidad por el lipopolisacardo de bacterias gramnegativas aunque también interactda
con otros productos microbianos como: lipoarabinomanano, componentes de pared
celular, peptidoglicanos, antigeno W-1 y lipoproteinas de espiroguetas.

Los receptores CD14 son fundamentales para el reconocimiento del lipopolisacérido,
pero al no tener dominio intracelular tienen que interactuar con un receptor que lo tenga
para poder enviar informacion transmembrana. De esta manera CD14 se une a TLR4,
formando el complejo CD14-TLR4 que es de gran importancia en la inmunidad innata y
en la generacion de respuesta inflamatoria.

El TLR2 se encuentra involucrado en el reconocimiento de una amplia variedad de
PAMPs derivados de bacterias, hongos, parasitos y virus (87).

Estos incluyen lipopéptidos de las bacterias, peptidoglicano y acido lipoteicoico de
bacterias grampositivas, lipoarabinomanano de micobacterias, zimosano de los hongos

etc. Generalmente forma heterodimeros con el TLR1 o TLR6. En concreto, el
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heterodimero TLR2-TLR1 reconoce lipopéptidos triaciclados de bacterias
gramnegativas y micoplasma, y el heterodimero TLR2-TLR6 reconoce lipopéptidos

diaciclados de bacterias grampositivas y micoplasma.

1.2.3.2 Polimorfismos de TLR

Muchos grupos de investigacion han intentado identificar la existencia de asociacion
entre los SNPs y riesgo de infeccion.

Los TLR2 reconocen el peptidoglicano de la pared bacteriana de las bacterias
grampositivas, hongos y micobacterias. Los ratones con defectos en los TLR2 son
altamente susceptibles de presentar infecciones por S. aureus Yy determinados
polimorfismos de los TLR2 podrian predisponer a ciertos individuos a presentar
infecciones graves por S. aureus (88).

Se ha descrito que el CMV activa la respuesta inflamatoria interaccionando con los
TLR2 (89). También se ha encontrado asociacion entre polimorfismos de TLR2 y riesgo
de infecciébn CMV en pacientes con trasplante hepatico (90).

El TLR4 reconoce el lipopolisacarido de la pared bacteriana de las bacterias
gramnegativas. En humanos se han identificado varios polimorfismos que afectan al gen
de TLR4, por ejemplo, las mutaciones que afectan a al dominio extracelular de los
TLR4 parecen asociarse con una incidencia aumentada y una mayor gravedad de sepsis
en enfermos criticos, y se ha observado que en los pacientes que presentan mutaciones
del TLR4, pero no del CD14, hay un aumento de la incidencia de infecciones por
gramnegativos en pacientes ingresados en la unidad de cuidados intensivos (91-93).

Los dominios citoplasmaticos de los distintos TLR no son equivalentes, y en
determinadas ocasiones se precisa la interaccion entre varios dominios para obtener una

respuesta frente a un determinado microorganismo. Asi, los dominios citoplasmaticos
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de TLR2 y TLR6 interaccionan en el reconocimiento del peptidoglicano de gérmenes
grampositivos. En cambio, TLR4 es capaz de activar la via del factor de transcripcion
kappa B como homodimero, sin precisar la interaccion con otros receptores. Por tanto,
es posible que estas moléculas formen un repertorio de combinaciones para el
reconocimiento inmunoldégico.

La deteccion de polimorfismos de los genes TLR2 y TLR4 en pacientes sometidos a un
TAPH permitiria identificar grupos de pacientes con riesgo aumentado de infecciones
graves que serian candidatos de medidas preventivas mas especificas.

El papel de estos receptores en la destruccion celular, dafio orgénico cronico

diferenciacion asi como neoplasico es todavia desconocido.

1.2.4 VARIACIONES DEL SISTEMA INMUNE INNATO Y TAPH

Como se ha expuesto previamente, en los pacientes sometidos a TAPH existe una
mayor incidencia de determinadas infecciones oportunistas, y en algunos casos éstas
cursan con mayor gravedad. Este hecho podria estar relacionado no s6lo con la
inmunodeficiencia debida al trasplante, sino también con la presencia de variantes
genéticas del sistema inmune innato (MBL y TLR) que predisponen a presentar
infecciones frecuentes y/o graves en situacién de inmunodepresion, como se ha
publicado en recientes articulos, en los que se ha asociado mayor predisposicion de
infecciones y mas graves en aquellos pacientes con polimorfismos y niveles bajos de
MBL (75, 93). Sin embargo en otras publicaciones no se encuentra dicha
predisposicion, quedando importantes dudas por resolver (81, 95). De todo ello se
deduce el interés de conocer si existe relacion entre los polimorfismos del sistema

inmune innato y el riesgo de infeccidn en pacientes a los que se realiza un TAPH.
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2. HIPOTESIS
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En los pacientes sometidos a un trasplante autélogo de progenitores hematopoyéticos
existe una mayor incidencia de determinadas infecciones oportunistas, y en algunos
casos éstas cursan con mayor gravedad. Este hecho podria estar relacionado no sélo con
la inmunodeficiencia debida al trasplante sino también con la presencia de variantes
genéticas en receptores del sistema inmune innato como la MBL y los TLRs, que
predisponen a presentar infecciones frecuentes y/o graves en situacion de
inmunodepresion.

El conocimiento de subgrupos de pacientes con predisposicion genética a infecciones
causadas por determinados microorganismos podria contribuir a mejorar el manejo

clinico de estos pacientes.
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3. OBJETIVOS
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A. OBJETIVO PRINCIPAL

Analizar la posible asociacion entre la incidencia y gravedad de determinadas
infecciones oportunistas en pacientes con TAPH y la presencia de variantes
polimorficas en los genes de la MBL, responsables de niveles bajos de MBL y de los
TLR2y 4.

B. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Estudiar en los pacientes con TAPH la presencia de polimorfismos en los genes

de la MBL.

2. Estudiar en los pacientes a los que se realiza un TAPH la asociacion entre los

polimorfismos en los genes de la MBL y los niveles de MBL.

3. Analizar la relacién entre los polimorfismos genéticos del MBL2 con la
incidencia y gravedad de las infecciones oportunistas de los pacientes sometidos

aun TAPH.

4. Analizar si existe relacion entre los polimorfismos en los genes de la MBL con

la mortalidad secundaria a infeccién en los pacientes con TAPH.

5. Analizar si hay asociacion entre los niveles bajos de MBL y la evolucion de los

pacientes sometidos a TAPH.

6. Determinar si existe una relacién entre los polimorfismos en los genes de los

TLR2 y 4y la incidencia de infecciones oportunistas en pacientes con TAPH.
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4, PACIENTES Y METODOS
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4.1 DISENO DEL ESTUDIO

Con el fin de responder a los objetivos detallados con anterioridad se eligié un estudio

de cohortes prospectivo.

4.2 PERIODO DE ESTUDIO

Desde febrero 2005 hasta junio 2007.

4.3 AMBITO DEL ESTUDIO

El presente estudio se realizé en el Hospital Universitario Marqués de Valdecilla
(HUMV) situado en Santander (Cantabria). Es un Hospital de tercer nivel, de 1.000
camas y pertenece al Servicio Cantabro de Salud. Es el centro de referencia de la
Comunidad Auténoma de Cantabria y da cobertura a una poblacion aproximada de
535.000 habitantes. Estd dotado de un programa de trasplante de progenitores
hematopoyéticos, de una Unidad de Enfermedades Infecciosas, y de Servicios de
Microbiologia y de Inmunologia. Para la especialidad de Hematologia es ademas centro
de referencia de alo-TPH convencional, de intensidad reducida, emparentado y no
emparentado. Durante el periodo de referencia de este estudio no se realizaban
trasplantes de cordon umbilical, pero en el momento actual también se realizan este tipo

de trasplantes.
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El servicio de Hematologia esta formado por 18 médicos especialistas de plantilla y 8
médicos especialistas en formacion. Se realizan aproximadamente 80 trasplantes de
progenitores hematopoyéticos al afio, de los que el 40% son autélogos.

Durante la realizacion del presente trabajo, disponiamos de una planta completa, la 92
Sur, para el tratamiento de los pacientes con neoplasias hematoldgicas, en la que habia

16 habitaciones individuales y otras 2 habitaciones con flujo laminar.

4.4 SELECCION DE LA POBLACION DE ESTUDIO

La poblacion de referencia la constituyeron los pacientes sometidos a TAPH en el

Hospital Universitario Marqués de Valdecilla, en el periodo indicado.

e Criterios de elegibilidad: Todos los pacientes trasplantados durante el periodo de
estudio.

o C(Criterios de exclusion: Pacientes menores de 13 afios, existencia de otras
inmunodeficiencias (neoplasias, infeccion por VIH o inmunodeficiencias congénitas).

e Poblacion de estudio: Todos los pacientes que cumplieron los criterios de
elegibilidad/exclusion, que aceptaron participar en el estudio y firmaron el

consentimiento informado.

Se formo una sola cohorte de pacientes en la que los sujetos se clasificaron en distintas
categorias segun su nivel de exposicion (presencia de polimorfismos genéticos y/o
niveles de MBL). La inclusion de pacientes se hizo prospectivamente a lo largo del

periodo de estudio (poblacion dinamica).
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4.5 SEGUIMIENTO Y RECOGIDA DE INFORMACION

Una vez que el paciente era incluido en el estudio se monitorizaba prospectivamente.
Para la recogida de informacién se disefié un cuestionario de recogida de datos (Anexo
1). Todas las variables se recogieron siguiendo las definiciones y criterios previamente

acordados y no se han modificado a lo largo del estudio.

4.5.1 SEGUIMIENTO

Los pacientes fueron seguidos durante 6 meses para detectar y recoger los episodios de
infeccion intercurrente. Se obtuvieron muestras de sangre para analizar los
polimorfismos genéticos citados antes del trasplante. La concentracién sérica de MBL

se determind antes y después del trasplante.

En los pacientes se realizaron determinaciones seriadas de niveles séricos de MBL de la
siguiente forma: previa al trasplante, semanalmente durante el primer mes post-
trasplante, quincenal y mensualmente durante los 5 meses siguientes post-trasplante. Si
existio episodio de infeccidn se determinaron niveles bisemanales hasta resolucion de la
misma en los casos en los que fue factible, desestimandose por ejemplo en pacientes de

otras comunidades auténomas por problemas en la recogida de la muestra.

4.5.2 DEFINICION DE VARIABLES

4.5.2.1 Variable resultado

Presencia de infecciones intercurrentes.
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Se recogieron todas las infecciones que tuvieron lugar tanto en el acondicionamiento,
como en el periodo de neutropenia (30 dias post-trasplante), periodo intermedio (dias

31-100 post-trasplante) y periodo tardio (101-180 dias post-trasplante).

Las medidas preventivas de infeccion en el momento del estudio consistieron en la
utilizacion durante la fase neutropénica de habitaciones con flujo laminar y aislamiento

inverso.

El diagndstico de infeccion se realizé conforme al protocolo de prevencion y manejo de
las infecciones en estos pacientes del Servicio de Hematologia del Hospital
Universitario Marqués de Valdecilla, el cual se ajusta a las normas clinicas de la

Infectious Diseases Society of America (IDSA) (96).

Las infecciones objeto de vigilancia (siguiendo las definiciones de los protocolos
habituales), se recogieron como sucesivos episodios de infeccion de forma

cronoldgica, con la siguiente informacion:

1. Tipo de infeccion.
e Confirmada: Existencia de documentacion microbiologica.
e No confirmada: Ausencia de documentacién microbioldgica con

datos clinicos y/o analiticos de infeccion.

2. Manifestaciones clinicas.

e Fiebre sin foco evidente.
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e Fiebre con foco: Infeccion respiratoria/neumonia; infeccion urinaria,
infeccion de via central; infeccion abdominal entre otras.

3. Documentacion  microbiolégica  (Anexo 1): se recogieron los
microorganismos para cada episodio, pudiendo existir  varias
documentaciones microbioldgicas para un mismo episodio de infeccién, que
se denominaron infecciones polimicrobianas.

4. Gravedad.

e Infeccion leve: Datos clinicos de infeccidn y analitica sin pardmetros
de sepsis, ni datos de inestabilidad hemodinamica.

e Infeccion moderada: Datos clinicos de infeccion y analitica con
parametros de sepsis, sin datos de inestabilidad hemodiamica.

e Infeccion grave: Infeccion moderada con datos de inestabilidad
hemodinamica que remonta con sueroterapia.

e Shock séptico: Infeccion grave que precisa inotropicos.

e Exitus: Shock séptico que condiciona el fallecimiento del paciente.

4.5.2.2 Variables de exposicion

Existencia de polimorfismos en los genes de la MBL y en los TLR2 y TLRA4.

También se analizaron los niveles séricos de MBL antes del trasplante y de forma
periddica durante el seguimiento con el fin de describir la curva de concentracién sérica
en los pacientes con y sin infeccion intercurrente y relacionarla con los polimorfismos

subyacentes.

Para el andlisis secuencial de las variantes genéticas del MBL2 y de los TLR2 y TLR4

se realiz6 una extraccion de una muestra de sangre del antes del trasplante.
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Se realizd una extraccion de suero antes de iniciar el acondicionamiento pretrasplante,
una muestra semanal durante el primer mes, quincenal durante los tres siguientes meses
y mensual hasta la conclusion del seguimiento. En caso de sospecha de infeccion

oportunista se extrajo suero dos veces por semana hasta la resolucion del cuadro

4.5.2.3 Otras variables independientes
e Datos demograficos del receptor y del donante: sexo, edad, raza.
e Datos relativos al trasplante.

- Enfermedad hematolédgica de base: leucemia mieloblastica aguda, leucemia
linfoblastica aguda, sindromes mieloproliferativos cronicos, linfoma de
Hodgkin, mieloma madltiple, sindromes linfoproliferativos crénicos, linfoma no
Hodgkin y enfermedad de Waldestrom.

- Fecha de diagnostico de la enfermedad hematoldgica.

- Fecha de trasplante: Dia de infusion, es el dia 0.

- Tratamiento de acondicionamiento

- Profilaxis reglada de infecciones oportunistas: se recogieron los antibioticos,
antifingicos y antiviricos utilizados para cada periodo.

- Fechas de inicio y final de la neutropenia: desde la cifra de <500 neutrofilos
hasta la recuperacion granulocitaria, cifra de granulocitos >500.

- Duracion de la neutropenia febril.

- Farmacos administrados: antimmicrobianos utilizados para cada episodio de
infeccion, asi como la duracion.

- Actividad de la enfermedad, enfermedad activa versus no activa, definiendo
enfermedad activa como aquella que no cumple criterios de remision completa y

enfermedad no activa la que si cumple los criterios.

70



Se definié remision completa en linfomas la desaparicion de toda evidencia de
enfermedad, con desaparicion de masas nodales en TAC (en caso de presentar
un PET positivo previo, se permitio la presencia de masas de cualquier tamafio
si el PET era negativo). Bazo e higado debian no ser palpables, con desaparicion
de nddulos, y en caso de infiltracion de la médula dsea, debian desaparecer los
infiltrados en una biopsia posterior (97). En el caso de los pacientes
diagnosticados de mieloma multiple, los criterios de remision que debian
cumplirse eran presentar una inmunofijacién negativa en suero Yy orina,
desaparicion de plasmocitomas y una presencia < 5% de células plasmaticas en
médula Osea (98). Los criterios de remision completa en pacientes
diagnosticados de leucemia mielobléstica aguda consistieron en una morfologia
normal del aspirado de médula dsea, con presencia de < 5% de blastos
medulares, una citogenética y biologia molecular normales (99). En el caso de
los pacientes diagnosticados de amiloidosis, se considerd respuesta
hematol6gica completa la presencia de una inmunofijacién negativa en suero y
orina, con una ratio de cadenas ligeras libres normal, una respuesta del péptido
pronatiurético N-terminal tipo B >30% y disminucion > 300 ng/L si el basal
>650 ng/L, y una: disminucioén > 2 clases de la New York Heart Association si
clase basal 3 0 4 (100).
e Otros factores de riesgo de infecciones oportunistas.

- Enfermedades de base: diabetes, EPOC, hipertension arterial, hepatopatia,
insuficiencia renal crénica, neoplasia solida.

- Desarrollo de mucositis y gravedad (I-1V): grado | (dolor y eritema), grado Il

(eritema y Ulceras pero no impiden la ingesta de solidos), grado Il (eritema
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extenso y Ulceras, solo tolera dieta liquida) y grado IV (imposibilidad para dieta
oral, precisa nutricion parenteral).
- Accesos venosos: central, periférico, central de insercion periférica y duracion
de los mismos.
- Otras maniobras invasivas: colocacion de sondaje urinario, nutricion parenteral.
e Datos microbioldgicos.
Ademés de las pruebas de diagnostico microbiolégico que se realizaron de forma
protocolizada en estos pacientes en el Servicio de Hematologia de nuestro centro,
basadas en las normas clinicas de la Infectious Diseases Society of America (IDSA, 96),
en los pacientes se realizo la determinacién del galactomanano bisemanalmente durante
los seis meses post-trasplante, tanto si existio fiebre como si existi6 sospecha de
aspergilosis pulmonar y se relacioné con la clinica del paciente. El diagndéstico de IFI
se establecio en base a los criterios de EORTC/MSG (101).
También se determind de manera establecida semanalmente, la antigenemia CMV desde

el prendimiento granulocitario y en aquellos pacientes con sospecha de CMV.
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4.5.3 FUENTES DE RECOGIDA DE LA INFORMACION

La informacidn se recogié mediante revision prospectiva de la historia clinica de cada
paciente hasta el alta hospitalaria con una Ultima revision final tras el alta. En aquellos
casos en los que no se recogieron todos los datos de esta forma se revisé la historia

posteriormente.

La recogida de informacion sobre la existencia de infecciones intercurrentes se realizd
de forma enmascarada sobre la presencia o no de polimorfismos genéticos y/o niveles

de MBL.

El andlisis de las muestras para el procesamiento de los polimorfismos genéticos y la
determinacion de MBL se hizo de forma enmascarada sobre la presencia o no de

infecciones en los pacientes

4.5.4. Procedimientos técnicos

e Muestras: Las muestras de suero se obtuvieron a partir de muestras de sangre de 2-5
ml sin anticoagulante para su posterior extraccion y almacenamiento hasta su uso.

Para la obtencion de DNA gendmico, se utilizaron tubos EDTA de 5 ml y se guardaron
congelados a -20° en alicuotas de 1,5 ml. Se utilizé una técnica estandar de extraccién
de DNA (QuiaAmp blood DNA isolation kit) de los tubos de 1,5 ml, siguiendo las

recomendaciones del Kit.

e Analisis de secuencia de las variantes alélicas del gen MBL: Mediante secuenciacion
se asignaron las distintas de combinaciones de los haplotipos previamente identificados

(LXPA, LYPA, LYPB, HYPA, HYPD, LYQA, LYQC). Estos haplotipos se basaron en
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las combinaciones de varias posiciones polimdrficas establecidas en la regién del
promotor y en el exon 1 del gen MBL. Mediante PCR se amplificé un fragmento de 900
pb utilizando los cebadores MBLProm.Fw (5"GGGGAATTCCTGCCAGAAZ) y
MBLEXx1.Rv (5"CATATCCCCAGGCAGTTTCCTC3") localizados en la region 57y en
el exon 1 del gen MBL respectivamente. La PCR se realiz6 en tubos con un volumen
final de 50 microlitros conteniendo de 100-500 ng de DNA, 2 pmol/ml de los cebadores
especificos en presencia de 2 mM de MgCl2, 5 mM dNTPs, 10 mM tris-Hcl (ph 9,5) y
0,5-2 unidades de Taq expand DNA polymerase (Boehringer Mannhein). Las
condiciones de termociclacién son un paso previo de desnaturalizacién a 94° de 8
minutos, seguido de 35 ciclos de 30 segundos a 94°, 30 segundos a 58° y 90 segundos a
72°, con una extension final de 10 minutos a 72°. El producto de la amplificacion se
purificd usando el QIAquick PCR purification kit siguiendo instrucciones del kit. La
reaccion de secuenciacion se realizard utilizando terminadores marcados con rodamina
(dRhodamine sequencing Kit) en un secuenciador automéatico Beckman Systems 8

capilares.

Se utilizé la sub-clasificaron segun las mutaciones del exén y la mutacion X/Y del
promotor: YA/YA, XAIYA, XA/XA (A/A, homocigotos para el alelo no mutado, no
deficientes) YA/O, XA/O (A/O; heterocigotos, deficientes) y O/O (homicigotos para el

alelo mutado, deficientes).

e (uantificacion sérica de MBL: Los niveles de MBL en suero fueron medidos
mediante el Mannan-binding lectin ELISA kit (Antibodyshop, DK) siguiendo
instrucciones del kit. En resumen 100 ml de suero diluido 1:10 y 1:50 es inicialmente

incubado en placas con anticuerpos anclados en sus pocillos. EI MBL en los pocillos se

74



uniré al anticuerpo y el resto de componentes se eliminé por lavado. Un anticuerpo anti
MBL marcado con biotina se afiadié en la segunda incubacion con la lectina. La
estreptavidina peroxidasa form6 un complejo con la biotina en la tercera incubacién. La
actividad del enzima se cuantificO mediante la adiccion de perdxido de hidrogeno y
tetrametil benzidina. Después de detener la reaccidén enzimética con acido sulfurico, el
coeficiente de extincion a 450 nm es proporcional a la concentracion de MBL. Se
construyd una curva de calibracion utilizando los estandares del kit y la concentracion
de MBL en la muestra se calculé en ng/ml. El limite inferior de deteccién fue de 5

ng/ml y el rango éptimo de medida esta entre 50-2.500 ng/ml.

En este estudio se han analizado los niveles medios de MBL para cada periodo y estos
niveles se han asociado con los genotipos y las infecciones. La deficiencia de MBL, no
esta claramente definida. En este trabajo se utilizaron como puntos de corte en
asociacion a infecciones los niveles de MBL <500 ng/ml (niveles muy bajos) y <1.000

ng/ml (niveles bajos) (102).

e Andlisis de secuencia de las variantes génicas TLR2 y TLR4: Mediante secuenciacion
se identificaron combinaciones homo o heterocigéticas de los polimorfismos
previamente identificados en el gen TLR2 (Arg677Trp,Arg753) y TLR4
(Asp299Gly, Thr399 y Asp299Gly,Thr399lle). Todos los polimorfismos TLR2 y TLR4
descritos hasta la fecha residen dentro del exdn 3 de sus respectivos genes, los cuales
codifican para las proteinas maduras TLR2 y TLR4 (la mayor parte de su region
extracelular, transmembranal y citoplasmatica). Se utilizaron cebadores especificos
para amplificar un fragmento de 2.5 Kb que cubre desde el comienzo del exon 3 hasta el

codon de terminacion de ambos genes TLR2 y TLR4. El kit PCR-optimizer (invitrogen)
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se utilizo para establecer las condiciones idéneas de PCR. El producto de la
amplificacion se purificdé usando el QIAquick PCR purification kit siguiendo
instrucciones del kit. La reaccion de secuenciacion se realizd utilizando terminadores
marcados con rodamina (dRhodamine sequencing kit) en un secuenciador automatico
Beckman Systems 8 capilares. La reaccion de secuenciacion se realiz6 usando los
cebadores utilizados en la PCR ademas de una serie de cebadores internos para designar
especificamente las posiciones polimorficas que definen las variantes alélicas de estos
genes. De esta manera toda la region codificante del exén 3 de los genes TLR2 y TLR4
fue cubierta. La técnica de secuenciacion propuesta es ventajosa en aras de la deteccién
de nuevas mutaciones codificantes o silentes no detectadas mediante técnicas de SSP-

PCR o RFLP-PCR.

4.6 ANALISIS DE DATOS

La informacion se codificd e introdujo en una base de datos creada para tal fin en el
programa Acces-2000 de Microsoft Office. Toda la depuracion y analisis de la
informacion se realiz6 con el programa SPSS 17.0 y STATA SE 10.1. Inicialmente se
procedid a la depuracién de los datos utilizando diversas pruebas Idgicas y de rango y la

distribucion de los valores perdidos (missing).

Los datos cualitativos se expresaron en porcentajes. Los datos cuantitativos se
expresaron en forma de media y desviacion estandar. Las proporciones se compararon
mediante un test de chi-cuadrado o un test exacto de Fisher cuando fue necesario. El
Test de Fisher se estimd mediante el método de Monte Carlo en el caso de tablas m x n.

Las medias se compararon utilizando el test de ANOVA de 1y 2 vias o un test de
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Kruskall-wallis si la muestra no tuvo una distribucion normal y cuando correspondio

con un andlisis Post-hoc de Bonferroni o Tamhane.

Se calcularon Riesgos Relativos (RR) y sus Intervalos de Confianza (I1C) al 95% para
analizar la asociacion entre la presencia de polimorfismos genéticos y/o niveles de MBL
y el riesgo de infecciones intercurrentes (globalmente y por microorganismos), siendo la

variable dependiente los pacientes con infeccion.

Se realizé andlisis multivariable mediante regresion logistica para estimar la relacion
anterior ajustando por posibles factores de confusion. Los factores de confusién por los
que ajustar se identificaron segun la informacion de estudios previos y mediante analisis
estratificado (p <0,2 en el univariante). Se construyeron modelos de regresion para cada
tipo de infeccion utilizando como variable resultado las variables relacionadas con la
infeccion y como variable independiente el tipo de genotipos MBL2, ajustando por los

factores de confusién identificados.

4.7 ASPECTOS ETICOS

Todos los pacientes firmaron un consentimiento informado para participar en el estudio

(Anexo 2).

Este proyecto ha sido aprobado por el Comité Etico de la Comunidad Auténoma de

Cantabria.
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5. RESULTADOS
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5.1 CARACTERISTICAS DEL TRASPLANTE

5.1.1 CARACTERISTICAS DE LOS PACIENTES Y DEL TRASPLANTE

Desde el 28 de Febrero de 2005 hasta el 30 de Junio de 2007, se llevaron a cabo 150
trasplantes de progenitores hematopoyéticos en el Hospital Universitario Marqués de
Valdecilla (HUMV); de éstos, 76 fueron alo-TPH y 74 TAPH. Fueron excluidos cuatro
pacientes a los que se realiz6 un alotrasplante porque no cumplian los criterios de
inclusion del protocolo, y dos pacientes a los que se realizé un trasplante ant6logo
porque habian sido trasplantados por enfermedades de base que no eran hematoldgicas.

Los pacientes fueron seguidos durante 6 meses tras el trasplante.

Se incluyeron por tanto 72 pacientes con TAPH (Tabla 4). La mediana de edad en el
momento del trasplante fue de 54 afios (19-74). Cuarenta y dos pacientes eran hombres.
Treinta y un pacientes (43,1%) no presentaban ninguna enfermedad de base previa
distinta a la hematoldgica, 7 eran hipertensos (9,7%), 6 (6,9%) eran diabéticos, 2 (2,8%)
presentaban una EPOC, 1 (1,4%) tenia asma bronquial, 4 (5,6%) tenian insuficiencia
cardiaca, 3 (4,2%) tenian antecedentes de una neoplasia solida, 2 (2,8%) pacientes

presentaban pluripatologia y 18 (25,2%) otras patologias.

Las enfermedades hematoldgicas que motivaron el trasplante fueron: linfoma no
Hodgkin en 29 (40,3%), mieloma multiple en 20 (27,8%), enfermedad de Hodgkin en
13 (18,1%), neoplasia aguda mieloide en 8 (11,1%), leucemia prolinfocitica en 1 (1,4%)
y amiloidosis en 1 (1,4%). Dieciocho pacientes (25%) presentaban enfermedad activa

en el momento del trasplante, mientras que 54 (75%) estaban en remisién completa.
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Tabla 4. Caracteristicas de 72 pacientes sometidos a TAPH

Variables Categoricas NuUmero (N=72) (%)
Paciente
Edad mediana al trasplante 54 (19-74)
Sexo (varones/mujeres) 42/30 (58/42)
Enfermedad hematoldgica
Linfoma no Hodgkin 29 (40,3)
Mieloma multiple 20 (27,8)
Linfoma de Hodgkin 13 (18,1)
Neoplasia aguda mieloide 8 (11,2)
Leucemia Prolinfocitica 1 (1,4)
Amiloidosis 1 (1,4)
Lineas de tratamiento previas
Ninguna 1 1,4
1 19 (26,4)
2 36 (50)
3 14 (19,4)
4 2 (2,8)
Radioterapia 15 (18,8)
Situacion de la enfermedad
Remision completa 54 (75)
Remision parcial/progresion 18 (25)
Acondicionamiento
Busulfan + Ciclofosfamida 8 (11,2)
Radioterapia + ciclofosfamida 2 (2,8)
BEAC 19 (26,4)
BEAM 21 (29,2)
Melfalan 20 (27,8)
Otros 2 (2,8)
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En relacion a las lineas de tratamiento que recibieron previas al trasplante: 1 paciente
(1,4%) no habia recibido ninguna, 19 (26,4%) una linea previa de tratamiento, 36 (50%)
dos lineas, 14 (19,4%) 3 lineas de tratamiento y 2 (2,8%) 4 lineas de tratamiento. A
destacar que 15 (18,8%) pacientes habian sido tratados con radioterapia.

Se utilizaron los siguientes esquemas en el acondicionamiento: busulfan +
ciclofosfamida en 8 (11,1%), radioterapia + ciclofosfamida en 2 (2,8%), BEAC en 19
(26,4%), BEAM en 21 (29,2%), melfalan en 20 (27,8%) y en 2 pacientes (2,8%) se

utilizaron otros esquemas.

5.1.2 INFECCIONES PREVIAS AL TRASPLANTE

Cuarenta y siete (65,3%) pacientes no tenian antecedentes de infecciones graves
previas. En 25 pacientes (34,7%) habia un total de 34 episodios de infeccion previo.
Habia 23 (67,6%) episodios de infeccion bacteriana grave, una (2,9%) infeccion fungica
probable por levaduras, una (2,9%) infeccion fungica probada por hongos filamentosos,
3 (8,8%) infecciones posibles por hongos filamentosos y 6 (17,6%) infecciones viricas

(Figura 6).

Figura 6. Numero de infecciones pretrasplante en 25 pacientes:
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Durante el acondicionamiento, 16 pacientes (22,2%) presentaron al menos una
infeccion, de los cuales 15 (93,8%) presentaron fiebre. En 14 (87,5%) pacientes hubo 16
episodios con documentacién microbioldgica, siendo el 87,5% de las infecciones con
documentacion microbiol6gica por microorganismos gamnegativos: P. aeruginosa 2
(12,5%), E. cloacae 3 (18,6%), K. pneumoniae 1 (6,3%), Acinetobacter spp 3 (18,6%),
H. influenzae 2 (12,5%), E. coli 1 (6,3%), Pantoea agglomerans 1 (6,3 %) y Citrobacter
spp 1 (6,3%), vy el 12,5% infecciones por microorganismos grampositivos: 2

infecciones (12,5%) por S. epidermidis (Figura 7).

Figura 7. Numero de episodios de infeccion con documentacion microbioldgica

durante el acondicionamiento
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5.1.3 PROFILAXIS ANTIINFECCIOSA

Durante el periodo de neutropenia, 69 (95,8%) pacientes recibieron profilaxis antivirica
con aciclovir. Sesenta y seis (91,7%) recibieron profilaxis antifingica (62 con
fluconazol, uno con caspofungina y uno con voriconazol).

En el periodo intermedio hasta el dia 100 post-trasplante: 15 (20,8%) pacientes
recibieron profilaxis antiviral con aciclovir. Cinco (6,9%) recibieron profilaxis
antifungica con fluconazol y 2 (2,8%) con voriconazol. Dos pacientes (2,8%)
recibieron profilaxis para Pneumocystis jirovecii con cotrimoxazol.

En el periodo tardio, a partir del dia 100 y durante el seguimiento de 6 meses: 4
pacientes (5,6%) recibieron profilaxis antiviral con aciclovir. Dos (2,8%) profilaxis
antifingica con fluconazol (2,8%). Un paciente (1,4%) recibié profilaxis para
Pneumocystis jirovecii con cotrimoxazol (Figuras 8 y 9).

No se administro profilaxis antibacteriana.

Figura 8. Numero de pacientes sometidos a TAPH que recibieron profilaxis

antivirica con Aciclovir.
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Figura 9. Numero de pacientes sometidos a TAPH que recibieron profilaxis

antifungica.
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5.1.4 RECUPERACION GRANULOCITARIA
La media de la recuperacion granulocitaria tras la infusién de los progenitores
hematopoyéticos fue de 12,8 dias (DE: 3,7), con un minimo de 2 dias y un maximo de

27 dias (Figura 10).
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Figura 10: Recuperacién granulocitaria
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5.1.5 MORTALIDAD

De los 72 pacientes sometidos a TAPH, 7 (9,7%) fallecieron durante el seguimiento: 3
(4,2%) como consecuencia de una infeccién, 3 (4,2%) por progresion, y 1 (1,4%) por
causa desconocida (Figura 11). Dentro de las muertes relacionadas con infeccion, 2
fueron como consecuencia de una infeccién por hongos (una por Aspergillus spp. y otra
por un Mucor), y la tercera fue por una enterobacteria. Dentro de las muertes por
progresion, en una se aislo una Turicella otitidis y en la otra no hubo documentacion

microbioldgica, pero habia clinica de infeccion respiratoria.
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Figura 11. Causas de mortalidad de 7 pacientes sometidos a TAPH
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5.2 INFECCIONES

5.2.1. DESCRIPCION GENERAL

Se recogieron los episodios de infeccién ocurridos a partir del primer dia tras el
trasplante (+1) hasta el sexto mes. La media de episodios de infeccién por paciente fue
de 2 (DE=1,3) con un minimo de 0 y un méximo de 8 (un paciente). Tres pacientes no
tuvieron ninguna infeccion durante el seguimiento. En total, se recogieron 138 episodios
de infeccidén en 69 pacientes: 31 pacientes (43,1%) tuvieron un episodio Unico, 20
(27,8%) 2 episodios, 11 (15,3%) 3 episodios, 4 (5,6%) 4 episodios, 2 (2,8%) 5 episodios
y un paciente (1,4%) tuvo 8 episodios de infeccion. Tres pacientes (4,2%) no

presentaron ninguna infeccion (Figura 12).

Figura 12. Namero de pacientes y episodios de infeccion a lo largo del TAPH
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Hubo 112 infecciones en el periodo temprano (dia +1 a +30), 17 en el intermedio (dia

+31 a +100) y 19 en el tardio (dia +101 hasta el final del estudio) (Figura 13).

Figura 13. Numero de infecciones en 72 pacientes sometidos a TAPH en los

diferentes periodos
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5.2.2 DIAGNOSTICO MICROBIOLOGICO

Se recogieron 68 infecciones con confirmacién microbiologica (50% de las
infecciones), en 39 pacientes (54,2%). La media de episodios de infeccion con
documentacién microbioldgica fue de 0,94, con un minimo de 0 y un maximo de 5.
Treinta y tres pacientes (45,8%) no tuvieron ninguna infeccion confirmada, 20 (27,8%)
tuvieron una, 14 (19,4%) tuvieron 2, 1 (1,4%) tuvo 3, 3 (4,2%) tuvieron 4 y 1 (1,4%)

tuvo 5. Ocho infecciones fueron polimicrobianas (Figura 14).
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Figura 14. Namero de pacientes sometidos a TAPH que presento infecciones

con documentacion microbioldgica
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5.2.2.1 Infecciones bacterianas

Veintitrés pacientes (31,9%) presentaron durante el seguimiento post-trasplante
infeccion por microorganismos grampositivos con un total de 33 episodios confirmados,
14 pacientes (19,4%) presentaron 1 episodio, 8 pacientes (11,1%) presentaron 2 y 1
paciente (1,4%) presentd 3 episodios. Veinticinco pacientes (34,7%) presentaron
infeccion por microorganismos gramnegativos, con un total de 36 episodios
confirmados: 15 pacientes (20,8%) presentaron 1 episodio, 9 (12,5%) presentaron 2 'y 1

paciente (1,4%) presento 3.

5.2.2.2 Infecciones viricas
Hubo 2 infecciones viricas, en 2 pacientes. Uno de ellos presentd una reactivacion
cutanea por virus varicela zéster y el otro presentd positividad para el antigeno de CMV

en sangre.

91



5.2.2.3 Infecciones fungicas

Hubo un total de 5 infecciones fangicas en 5 pacientes: 3 de ellas fueron por Candida

spp. (una detectada en un hemocultivo, otra en un exudado cutaneo y la tercera en un

urocultivo), otra infeccion fungica fue por un Mucor y la dltima por Aspergillus spp.

Estos dos Ultimos pacientes fallecieron como consecuencia de la infeccion fungica.

5.2.3 INFECCIONES SEGUN EL PERIODO EVOLUTIVO

Se han agrupado las infecciones ocurridas en las 3 fases evolutivas propias del TAPH:

periodo neutropénico, periodo intermedio, y periodo tardio. Describiremos para cada

fase las infecciones bacterianas, viricas y fungicas (Tabla 5).

Tabla 5. Episodios de infeccion con documentacion microbioldgica

Periodo Periodo Periodo
Mi . Neutropénico Intermedio Tardio
icroorganismos (0-30 dias)  (31-100 dias) (101-180dias)  Total
N (%) N (%) N (%) N (%)
Bacterias 49 (925 2 (66,7) 4 (66,6) 55 (88,7)
Grampositivas 22 (415) O 2 (33,3) 24 (38,7)
Gramnegativas 27 (50,9) 2 (333 2 (33,3) 31 (50)
Virus 1 (1,9 0 1 (16,7) 2 (32
CMV 1 (19 0 1 (1,6)
Otros no CMV 0 1 (16,7) 1 (1,6)
Hongos 3 (56) 1 (333) 1 (16,7) 5 (81)
Candida 2 (398 1 (33,3) 0 3 (4.8
Aspergillus 1 (1,9 0 1 (1,6)
Mucor 1 (16,7) 1 (1,6)
Total 53 3 6 62
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5.2.3.1 Periodo de neutropenia (0- 30 dias)

Durante el periodo de neutropenia se recogieron un total de 109 episodios de infeccion
con documentacion microbioldgica en 53: 22 (41,5%) por bacterias grampositivas, 27
(50,9%) por bacterias gramnegativas, 1 (1,9%) infeccion viral (CMV) y 3 (5,6%)
infecciones fungicas: 2 por Candida y una por Aspergillus (Tabla 5). La infeccidn por
Aspergillus la presentd un paciente en el periodo de neutropenia, que presento clinica
respiratoria, con aislamiento del germen en un lavado broncoalveolar. El paciente

fallecié como consecuencia de esta infeccion.

Presentaron infeccién asociada a catéter central 24 (22%) pacientes, secundaria a
mucositis 20 (18%), via urinaria 8 (7,3%), foco digestivo (diarrea y vémitos) 17
(15,6%), foco respiratorio 8 (7,3%) y en 28 (25,7%) no se objetivo focalidad
(neutropenia febril). Cuarenta y cinco episodios (42,5%) de infeccion fueron
clasificados como leves, 53 (50%) moderados, 4 (3,8%) graves, 4 (3,8%) pacientes

presentaron shock séptico y 1 (0,9%) fallecio (Tabla 6).
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Tabla 6. Focos de infeccion y gravedad de 72 pacientes sometidos a TAPH en el

periodo de neutropenia

Numero %
Focos de infeccion
Sin foco 28 (25,7)
Via central 24 (22)
Via urinaria 8 (7,3)
Gastrointestinal 17 (15,6)
Cutaneo 4 3,7
Respiratorio 8 (7,3)
Mucositis 20 (18)
Gravedad
Leve 45 (42,50)
Moderada 53 (50)
Grave (3,8)
Shock séptico (3,8)
Exitus 1 0,9

5.2.3.2 Periodo intermedio (31-100 dias)

Durante el periodo intermedio hubo un total de 17 episodios de infeccion con

documentacién microbioldgica en 3 de ellos: 2 por bacterias gramnegativas y 1 por una

infeccion fungica por Candida.

Respecto a los focos de infeccion presentaron fiebre sin foco 2 (11,8%) pacientes,

asociada a catéter central 2 (11,8%), via urinaria 3 (17,7%), digestivo 1 (5,9%),

respiratorio 7 (41,2%), cutaneo 1 (5,9%) y mucositis 1 (5,9%)

La gravedad de los episodios de infeccion fue: 11 (64,7%) leves, 4 (23,5%) moderados,

1 (5,9%) graves y un paciente (5,9%) falleci6 (Tabla 7).
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Tabla 7. Focos de infeccion y gravedad de 72 pacientes sometidos a TAPH en el

periodo intermedio

NUmero %
Focos de infeccion
Sin foco 2 (11,8)
Via central 2 (11,8)
Via urinaria 3 (17,7)
Gastrointestinal 1 (5,9
Cuténeo 1 (5,9)
Respiratorio 7 (41,2)
Mucositis 1 (5,9
Gravedad
Leve 11 (64,7)
Moderada 4 (23,5)
Grave 1 (5,9
Shock séptico 0
Exitus 1 (5,9

5.2.3.3 Periodo tardio (101 dias-6 meses)

Durante el periodo tardio hubo un total de 9 episodios de infeccion con documentacion
microbioldgica en 6: 2 por bacterias grampositivas, 2 por bacterias gramnegativas, una
infeccion viral por VVZ y una infeccion fungica por Mucor. La infeccion por Mucor
ocurrio en un paciente en el cuarto mes post-trasplante, aislandose el germen en un
lavado broncoalveolar. El paciente fallecié como consecuencia de esta infeccion.
Respecto a los focos de infeccion: presentd fiebre sin foco un paciente (11,1%),
asociada a cateter central 2 (22,2%), via urinaria 1 (11,1%), digestivo 1 (11,1%) cutaneo
1 (11,1%) y respiratorio 3 (33,3)
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De los 9 episodios de infeccion se determind la gravedad en 8: 4 (50%) fueron
considerados leves, 1 (12,5%) moderado, 1 (12,5%) grave y 2 (25%) pacientes

fallecieron (Tabla 8).

Tabla 8. Focos de infeccion y gravedad de 72 pacientes sometidos a TAPH

pacientes en el periodo tardio

NUmero %
Focos de infeccion
Sin foco 1 (11,2)
Via central 2 (22,2)
Via urinaria 1 (11,2)
Gastrointestinal 1 (11,2)
Cutaneo 1 (11,1)
Respiratorio 3 (33,3)
Mucositis 0
Gravedad
Leve 4 (50)
Moderada 1 (12,5)
Grave 1 (12,5)
Shock séptico 0
Exitus 2 (25)
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5.3 INMUNIDAD INNATA

5.3.1 GENOTIPO MBL2 Y SU ASOCIACION CON INFECCIONES

Los pacientes fueron divididos en dos grupos en funciéon de los polimorfismos de

MBL2: pacientes homocigotos (AA) para la forma salvaje de MBL2 (n= 53) y otros

pacientes, AO/OO (n=19), que incluia a pacientes heterocigotos (AO) (n=16), y

homocigotos (OO) (n=3). No se encontraron diferencias estadisticamente significativas

entre ambos grupos en género, edad, patologia hematoldgica de base o actividad de la

enfermedad en el momento del trasplante. Las caracteristicas de los pacientes,

enfermedad de base y nimero de lineas de tratamiento previas se muestran en las tablas

9,10y 11

Tabla 9. Caracteristicas y genotipo del MBL2 de 72 pacientes sometidos a TAPH

AO/OO Valor P *
N° pacientes (%) n=19

AA
N° pacientes (%) n=53
Sexo
Hombres 30 (56,6)
Mujeres 23 (43,4)
Edad media (DE), afios 51,6 (13,9)
Enfermedad activa
Si 11 (20,8)
No 42 (79,2)

12 (63,2) 0,62

7 (36,8)

50,2 (14,8) 0,70
0,17

7 (36,8)

12 (63,2)

*Test de Chi cuadrado/test exacto de Fisher en caso de variables cualitativas o test de t de

student en caso de variables cuantitativas. Todos los tests son de dos colas.
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Tabla 10. Enfemedad de base y genotipo del MBL2 de 72 pacientes sometidos a
TAPH

AA AO/OO Valor P *
N° pacientes (%) n=53 N° pacientes (%) n=19
Enfermedad de base 0,78
MM 14 (26,4) 6 (31,6)
EH 8 (15,1) 5(26,3)
LNH 22 (41,5) 7 (36,8)
NAM 7(13,2) 1(5,3)
LP 1(1,9 0
Amiloidosis 1(1,9 0

*Test de Chi cuadrado/test exacto de Fisher en caso de variables cualitativas o test de t de
student en caso de variables cuantitativas. Todos los tests son de dos colas.
MM: Mieloma multiple, EH: enfermedad de Hodgkin, LNH: linfoma no Hodgkin, NAM:

Neoplasia aguda mieloide, LP: leucemia prolinfocitica

Tabla 11. Numero de lineas de tratamiento previas y genotipo del MBL2 de 72
pacientes sometidos a TAPH

AA AO/O0 Valor P*
N° pacientes (%) n=53 N° pacientes (%) n=19

0 1(1.9) 0 0.18

1 14 (26.4) 5 (26.3)

2 26 (49.1) 10 (52.6)

3 12 (22.6) 2 (10.5)

4 0 2 (10.5)

Media (DE) 1.9 (0.8) 2.1(0.9) 0.55

*Test de Fisher de dos colas
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Hubo una media de 1,74 (DE= 1,04) episodios de infeccion en el grupo de MBL2 de
tipo salvaje, mientras que en el grupo variante fue de 2,42 (DE= 1,84), p= 0,051, lo que
no llego a la significacion estadistica, aunque se vio una tendencia hacia un mayor
namero de infecciones en el grupo deficiente.

En la tabla 12, se muestran aspectos de las infecciones. Fue comun la sepsis (43,1%),
con distribucion uniforme entre ambos grupos, asi como la infeccion urinaria, que
ocurri6 con una frecuencia inferior a lo esperado (11,1%). También hubo baja
frecuencia en la incidencia de neumonia (5,6% de todos los pacientes), con una
tendencia a ocurrir méas frecuentemente en el grupo variante, 10,5% vs. 3,8%, RR: 2,8
(0,4-18,4), p=0,27. La infeccion secundaria a catéter venoso central tuvo una incidencia
similar en ambos grupos, 11,3% vs. 10,5%, RR: 0,9 (0,2-4,2), p= 0,92.

Hubo 15 episodios de infeccién grave, incluyendo sepsis, (ocho pacientes), neumonia (5
pacientes, uno de ellos tuvo una aspergilosis pulmonar y otro una neumonia por Mucor)
y dos pacientes con episodios diarreicos graves (uno causado por Clostridium difficile).
Se observé un aumento en la incidencia de infecciones graves en el grupo variante de
MBL2, 26,3% vs. 11,3% (RR: 2,32 0,80-6,74, p = 0,1191) aunque sin significacion

estadistica.
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Tabla 12. Infecciones en 72 pacientes sometidos a TAPH durante 6 meses de

seguimiento en funcion del genotipo del MBL2.

AA AO/OO0 RR (IC 95%) Valor P*
No. de pacientes No. de pacientes
(%) n=53 (%) n=19
Tipos de
infeccion
Neumonia 2 (3,8) 2 (10,5) 2,8(0,4-18,4) 0,27
Sepsis 22 (41,5) 9(47,4) 1,1 (0,6-2,0) 0,66
cvC 6 (11,3) 2 (10,5) 0,9 (0,2-4,2) 0,92
ITU 5(9,4) 3(15,8) 1,7 (0,4-6,3) 0,45
Infeccion grave 6 (11,3) 5(26,3) 2,32 (0,80-6,74) 0,12

*Test de Chi cuadrado o test exacto de Fisher de dos colas segin corresponda
RR: Riesgo relativo; IC: Intervalo de confianza.
CVC: Infeccion de catéter venoso central; ITU: Infeccion de tracto urinario.

No hubo diferencias significativas entre ambos grupos en la media de infecciones con
documentacién microbioldgica, aunque hubo una tendencia hacia un mayor nimero de
infecciones con confirmacion microbioldgica en el grupo variante de MBL2: 1,32 (DE
1,53) vs. 0,81 (sd 0,96) (p=0,1)

Hubo una media de 1,90 (DE= 1,2) episodios de infeccion documentada en el grupo
variante de MBL2 durante el periodo de neutropenia, mientras que en el grupo salvaje la
media fue de 1,37 (DE 1,2), p=0,062. No hubo diferencias en la recuperacion
granulocitaria entre ambos grupos: 12,5 (DE: 3,3) dias en el grupo salvaje y 13,5 (4,6)
dias en el grupo variante (p=0,3).

La media en dias hasta la primera infeccion tras la infusion fue de 7,98 dias (DE=
11,34) en el grupo salvaje de MBL2, y de 13 dias en el grupo variante (DE= 30,73) (p=

0,32).
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En funcion del tipo de infeccién, hubo mas pacientes con una infeccion causada por
bacterias grampositivas en el grupo variante de MBL2, 47,4% vs. 26,4%, RR: 1,8
(Intervalo de confianza —IC- 95%: 0,9-3,4), p= 0,09. Del mismo modo, hubo més
infecciones por grampositivos en este grupo (13 infecciones en 19 pacientes en el grupo
variante de MBL2 vs. 20 infecciones en 53 pacientes en el grupo salvaje de MBL2, p=
0,13). Hubo una mayor incidencia de infecciones causadas por Staphylococcus
epidermidis en el grupo variante de MBL2, 36,8% vs. 17%, RR: 2,2 (IC 95%: 0,9-5,0),
p= 0,07. Solo hubo una infeccion por Staphylococcus aureus, en el grupo salvaje de
MBL2.

La mayoria de las infecciones causadas por bacterias grampositivas tuvieron lugar en el
periodo temprano, con una mayor frecuencia en el grupo variante de MBL2 (42,1% vs.
26,4% en el grupo de MBL2 salvaje, p=0,2). En el periodo intermedio no hubo ninguna
infeccion, y solo una en cada grupo en el periodo tardio, que no fue estadisticamente

significativa.

Observamos una mayor incidencia de infecciones fungicas en el grupo de MBL2
variante, 21,1% vs. 1,9%, RR: 11,5 (IC 95%: 1,3-93,7), p=0,0048, que también se
comprobo en el anélisis multivariante, OR: 214,6 (1,7-27239, p=0,03). Se observé un
mayor nimero de infecciones causadas por Aspergillus spp. en este grupo, aunque sin
significacion estadistica (ninguna infeccion en el grupo salvaje de MBL2 vs. 5,3% en el

grupo variante, p=0,09).

No hubo diferencias en la incidencia de infecciones causadas por bacterias
gramnegativas, 35,8% en el grupo variante de MBL2 vs. 31,6% en el grupo salvaje, RR:

0,9 (IC 95%: 0,4-1,9) p= 0,74, ni en la incidencia de infecciones viricas, 5,3% vs. 1,9%,
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RR: 2,8 (IC 95%: 0,2-42,4) p= 0,44, aunque si hubo una mayor incidencia de las

mismas en el grupo variante en este aspecto (Tablas 13 y 14).

Tabla 13. Documentacion microbiolégica en 72 pacientes sometidos a TAPH

durante 6 meses de seguimiento en funcion del genotipo del MBL2.

AA AO/OO RR (I1C 95%) Valor P*
No. de pacientes No. de pacientes (%)
(%) n=53 n=19
Infecciones por 14 (26,4) 9 (47,4) 1,8 (0,9-3,4) 0,09
Grampositivos
S. epidermidis 9(17) 7 (36,8) 2,2 (0,9-5,0) 0,07
S. aureus 1(1,9 0 0,055
Infecciones por 19 (35,8) 6 (31,6) 0,9 (0,4-1,9) 0,74
Gramnegativos
Infecciones viricas 1(1,9 1(5,3) 2,8 (0,2-42,4) 0,44
CMV 0(0) 1(5,3) - 0,26
Infecciones fungicas 1 (1,9) 4(21,1) 11,5 (1,3-93,7) 0,0048
Aspergillus 0 1(53) - 0,09

*Test de Chi cuadrado o test exacto de Fisher de dos colas segin corresponda

RR: Riesgo relativo; IC: Intervalo de confianza.
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Tabla 14. Asociacion entre genotipos MBL2 e infecciones en 72 pacientes sometidos

a TAPH: analisis multivariante

Variable Resultado OR* (I1C 95%) Valor P
(pacientes con infeccion) (Efecto de los genotipos MBL2
en el riesgo de infeccion)

Tipos de infeccion

-Neumonia 8.1 (0.4-158.2) 0.17

-Sepsis 0.9 (0.3-3.1) 0.88

-CVvC 0.8 (0.1-5.0) 0.77

-ITU 2.3 (0.4-12.8) 0.44
Infeccion grave 0.8 (0.1-4.9) 0.79
Infecciones por 2.5 (0.8-7.5) 0.11
grampositivos

-S. epidermidis 4.0 (1.0-16.5) 0.05
Infecciones por 0.7 (0.2-2.4) 0.59
gramnegativos
Infecciones viricas 1.1 (0.01-60.4) 0.96
Infecciones fungicas 12.9 (1.1-153.9) 0.03

*OR (Odds ratio): ajustada por: sexo, edad, enfermedad activa, tipo de enfermedad
hematoldgica. IC: Intervalo de confianza.

CVC: infeccion de catéter venoso central; ITU: infeccion de tracto urinario.
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5.3.2 GENOTIPO MBL2 Y SU ASOCIACION CON LA TASA DE
MORTALIDAD

Hubo méas muertes en el grupo variante de MBL2 que en el grupo salvaje (15,8% vs.
7,5%, p= 0,37). Todas las muertes en el grupo variante de MBL2 estuvieron
relacionadas con algun proceso infeccioso, mientras que en el grupo salvaje de MBL2

las muertes fueron debidas a otras causas (p=0,05) (Tabla 15).

Tabla 15. Causas de muerte en 72 pacientes sometidos a TAPH en funcién del genotipo de

MBL2.
AA AO/O0 RR (IC 95%) Valor P*
No. de pacientes (%) No. de pacientes (%)
n=53 n=19
N° muertes 4 (7,5) 3(15,8) 2,1(0,5-8,5) 0,37
Etiologia
Infecciosa 0 3 -- 0,05
Progresion 3 0 --
Desconocida 1 0 --

*Test exacto de Fisher de dos colas

RR: Riesgo relativo; IC: Intervalo de confianza.

5.3.3 NIVELES DE MBL Y SU ASOCIACION CON GENOTIPOS

En las figuras 15 a 18 se muestra la correlacion existente entre los niveles de MBL vy el
genotipo de MBL2 en los diferentes periodos del TAPH. No hemos hallado una
asociacion entre el genotipo mutado de MBL2 y niveles bajos de MBL en estos

pacientes.

104



Figura 15. Niveles de MBL (ng/ml) pre-trasplante segln el genotipo MBL2
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Figura 16. Niveles medios de MBL (ng/ml) en el periodo neutropénico segun el

genotipo MBL2
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Figura 17. Niveles medios de MBL (ng/ml) en el periodo intermedio segun el

genotipo MBL2
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Figura 18. Niveles medios de MBL (ng/ml) en el periodo tardio segun el genotipo MBL2
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5.3.3.1 Niveles medios de MBL pretrasplante
De los 72 pacientes incluidos en el estudio se determinaron niveles de MBL en 47. La
media de los niveles de MBL pretrasplante fue de 2318,7 ng/ml (DE: 2245,7) (Figura

19).

Figura 19. Niveles de MBL pretrasplante
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5.3.3.2 Niveles medios de MBL en el periodo de neutropenia

Durante el periodo de neutropenia se obtuvieron niveles de MBL en 51 pacientes. Los

niveles medios de MBL fueron de 2654,7 ng/ml (DE: 2401,7) (Figura 20).

Figura 20. Niveles medios de MBL en el periodo de neutropenia.
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5.3.3.3 Niveles medios de MBL en el periodo intermedio
Durante el periodo intermedio se obtuvieron niveles de MBL en 13 pacientes. Los

niveles medios de MBL fueron de 2.357,5 ng/ml (DE: 2167,3) (Figura 21).

Figura 21. Niveles de MBL en el periodo intermedio.
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5.3.3.4 Niveles medios de MBL en el periodo tardio
Durante el periodo intermedio se obtuvieron niveles de MBL en 2 pacientes. Los

niveles medios de MBL fueron de 2622,9 ng/ml (DE: 3378,7) (Figura 22).

Figura 22. Niveles medios de MBL en el periodo tardio
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5.3.4 NIVELES MEDIOS DE MBL E INFECCIONES POST-TRASPLANTE

A la hora de valorar la asociacién entre los niveles de MBL y las infecciones ocurridas
tras la realizacion del TAPH, elegimos escoger los niveles de MBL medios medidos en
el periodo pretrasplante.

Los pacientes se dividieron en funcion de los niveles de MBL,; para ello hicimos dos
puntos de corte para estudiar la relacion entre los niveles de MBL y las infecciones, en
1.000ng/ml (niveles de MBL < 1.000 ng/mly >1.000 ng/ml) y en 500 ng/ml (<500
ng/ml y > 500 ng/ml). No se encontraron diferencias significativas en ninguno de los
dos grupos en sexo, edad, enfermedad hematoldgica, actividad de la enfermedad en el

momento del trasplante o nimero de lineas previas (Tablas 16,17 y 18).

Tabla 16. Caracteristicas y niveles de MBL de 72 pacientes sometidos a TAPH

MBL >1.000 MBL <1.000 Valor MBL >500 MBL <500 Valor
N (%) n=29 N (%) n=18 p* N (%) n=37 N (%) n=10 p*

Sexo

Varon 16 (55,2) 13 (44,8) 0,36 20(54,1) 9 (90) 0,07
Muijer 13 (44,8) 5 (27,8) 17 (45,9) 1(10)

Edad media 51,1 (15,1) 55,7 (14,3) 0,31  53,1(14) 51,7 (14,3) 0,79
anos (DE)

Enfermedad 1 0,72
activa

sl 10 (34,5) 6 (33,3) 12 (32,4) 4 (40)

NO 19 (65,5) 12 (66,7) 25 (67,6) 6 (60)

*Test de Chi cuadrado/test exacto de Fisher en caso de variables cualitativas o test de t de student

en caso de variables cuantitativas. Todos los tests son de dos colas.
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Tabla 17. Enfermedad de base y niveles de MBL de 72 pacientes sometidos a TAPH

MBL >1.000 MBL <1.000 MBL >500 MBL <500
N (%) n=29 N (%)n=18 P* N (%)n=37 N(%)n=10 P*

Enfermedad de base

MM 7(24,1) 5 (27,8) 05 10(27) 2 (20) 0,21
EH 4 (13,8) 5(27,8) 6 (16,2) 3 (30)

LNH 11 (37,9) 5(27,8) 12 (32,4) 4 (40)

NMA 6 (20,7) 2 (11,1) 8 (21,6) 0

LP 1(3,4) 0 1(2,7) 0

Amiloidosis 0 1 (5,6) 0 1 (10)

*Test de Chi cuadrado/test exacto de Fisher en caso de variables cualitativas o test de t de
student en caso de variables cuantitativas. Todos los tests son de dos colas.

MM: Mieloma multiple, EH: enfermedad de Hodgkin, LNH: linfoma no Hodgkin, NAM:
Neoplasia aguda mieloide, LP: leucemia prolinfocitica

Tabla 18. Numero de lineas de tratamiento previas de 72 pacientes sometidos a TAPH

MBL >1.000 MBL<1.000 P* MBL >500 MBL<500 P*
N (%) n=29 N (%) n=18 N (%) n=37 N (%) n=10

0 0 1 (5,6%) 0,67 0 1 (10) 0,23

1 8 (27.6) 4 (22,2) 11 (29,7) 1 (10)

2 14 (48,3) 9 (50) 18 (48,6) 5 (50)

3 6 (20,7) 4(22,2) 7 (18,9) 3 (30)

4 1(3,4) 0 1(27) 0

*Test de Fisher de dos colas para variables cualitativas

Se analizaron las infecciones ocurridas a lo largo del trasplante en sus diferentes fases
(periodo de neutropenia, intermedio y tardio), y en cada grupo se estudié la asociacion
entre los niveles de MBL vy las diferentes localizaciones de las infecciones (bacteriemia,
neumonia, infeccidn de tracto urinario o infeccion asociada a catéter). En las tres fases

del trasplante, tanto con el punto de corte en 1.000 ng/ml como con el punto de corte en
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500 ng/ml, no se observaron diferencias estadisticamente significativas en el nimero de
infecciones en funcion de la localizacion de las infecciones ni en la gravedad de las

mismas (Tabla 19).

Tabla 19. Tipos de infeccion en 47 pacientes sometidos a TAPH durante 6 meses de

seguimiento en funcién de los niveles de MBL.

MBL >1.000 MBL <1.000 MBL >500 MBL <500
N (%) n=29 N (%) n=18 p N (%) n=37 N (%) n=10 p
Tipos de
infecciones
Neumonia 2 (6,9) 2 (11,1) 063  3(81) 1(10) 1
Sepsis 14 (48,3) 7(38,9) 0,56 16 (43,2) 5 (50) 0,73
CVC 3(10,3) 1(5,6) 1 3(8,1) 1 (10) 1
ITU 6 (20,7) 1(5,6) 023  7(18)9) 0 0,32
Infeccion 5(17,2) 3(16,7) 1 5 (13,5) 3 (30) 0,34
grave

CVC: catéter venoso central; ITU: Infeccién de tracto urinario.

Asimismo, se estudié a lo largo de las tres fases la asociacion entre los niveles de MBL
agrupados segun los puntos de corte anteriormente mencionados, y la documentacién
microbioldgica de las infecciones, sin detectarse diferencias significativas en ninguno

de los grupos analizados (Tabla 20).
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Tabla 20. Tipos de infeccidén en 47 pacientes con TAPH durante 6 meses de seguimiento

en funcién de los niveles de MBL.

MBL >1.000 MBL <1.000 MBL >500  MBL <500
N (%) n=29 N (%) n=18 p N (%) n=37 N (%) n=10 p
Infecciones por 10 (34,5) 4 (22,2) 0,52 11 (29,7) 3 (30) 1
grampositivos
S. epidermidis 6 (20,7) 2(11,1) 0,69 7(18,9 1(10) 0,67
S. aureus 1(3,4) 0 1 1(2,7) 0 1
Infecciones por 12 (41,4) 6 (33,3) 0,76 15 (40,5) 3(30) 0,72
gramnegativos
Infecciones viricas 2 (6,9) 0 052 2(54) 0 1
CMV 1(3,4) 0 1 1(2,7) 0 1
Infecciones fungicas 4 (13,8) 1(5,6) 0,64 4(10,8) 1(10) 1
Aspergillus 0 1(5,6) 038 0 1(10) 0,21

CMV: citomegalovirus

5.3.5 MORTALIDAD EN ASOCIACION A NIVELES DE MBL
No se encontraron diferencias en la mortalidad en funcion de los niveles de MBL,
segmentado segln los puntos de corte utilizados previamente (1.000 ng/ml y 500 ng/ml)

(Tabla 21).

Tabla 21. Mortalidad en 72 pacientes sometidos a TAPH durante 6 meses de seguimiento en

funcidn de los niveles de MBL.

MBL >1.000 MBL <1.000 MBL >500  MBL <500
N (%)n=29 N (%)n=18 p N (%)n=37 N (%)n=10 p
Muertes 4(13,8) 2 (11,1) 1 4 (10,8) 2 (20) 06
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54 TLR

Se determind el genotipo TLR2 y TLR4 de todos los pacientes, con la siguiente

frecuencia para TLR4: 62 (86,1%) pacientes eran genotipo salvaje Asp299, Thr399; 9

(12,5%) la variante genética Asp299Gly, Thr399lle y 1 (1,4%) la otra variante

Asp299Gly, Thr399. Para los TLR2: 70 (97,2%) eran Arg677/Arg753 y 2 (2,8%) la

variante genética Arg677TrpM ,Arg753 (Tabla 22).

Tabla 22. Genotipo TLR de 72 pacientes sometidos a TAPH

TLR N=72 (%)

Asp299,Thr399 62 (86,1)
Asp299Gly,Thr399 9 12,5

TLR4 P Y (125)
Asp299Gly,Thr399 1 (1,4)
Arg677,Arg753 70 97,2

TLR2 | J (97.2)
Arg677Trp,Arg753 2 (2,8)

No hubo relacion estadisticamente significativa entre las distintas variantes genéticas de

TLR2 y TLR4 con el nimero total de episodios de infeccion, documentacion

microbiologica de las infecciones, tipos de infecciones bacterianas, viricas o fungicas,

localizacion de las infecciones (sepsis, infeccion de catéter, infeccion de tracto urinario

0 neumonia), ni con la tasa de mortalidad.
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6. DISCUSION
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En este estudio prospectivo de pacientes tratados con un TAPH se ha realizado un
andlisis de la incidencia de infeccion y mortalidad en funcion de dos componentes del
sistema inmune innato. De forma mas extensa se han estudiado los polimorfismos del
gen MBL2, comparando a los pacientes portadores del genotipo MBL2 de tipo salvaje
con los que presentaron el genotipo variante de MBL2. Este genotipo variante se ha
asociado con la produccién de niveles mas bajos de MBL, que podria conducir a un
ndmero mayor de infecciones/ infecciones mas graves. También se han analizado las
posibles diferencias existentes en cuanto al ndmero, gravedad y evolucion de las
infecciones en los pacientes sometidos a TAPH en funcién de los niveles de MBL
previos al mismo. Por ultimo, se ha estudiado qué influencia tiene el sistema de TLRs,
en concreto los TLR4 y TLR2, en estos pacientes, con los mismos objetivos de estudio

de las infecciones.

A continuacién se mostraran las limitaciones del estudio.
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LIMITACIONES DEL ESTUDIO Y CONTROL DE SESGOS

Los estudios de cohortes son, de los disefios epidemioldgicos basicos, los més
importantes, siendo uno de los mas utilizados en la investigacion biomédica. Sin
embargo, en este tipo de disefios se pueden producir una serie de sesgos que afecten a la

validez de los resultados.

La posibilidad de que exista un sesgo de confusion ha de ser interpretada en cada una de
las asociaciones que se han estudiado. La confusion se encuentra a nivel de la poblacion
base y se produce por las relaciones que mantienen las distintas variables entre si y con
la exposicion. En la valoracion de la influencia de la presencia de polimorfismos
genéticos y los niveles de MBL en la incidencia y gravedad de las infecciones en los
pacientes trasplantados serd aquel que sea factor de riesgo de infeccion en estos
pacientes y a su vez se relacione con la probabilidad de presentar polimorfismos, sin
que sea variable intermediaria en la relacion polimorfismos genéticos-infeccion. Por
ello, se controlaron como posibles factores de confusion variables como la edad, sexo,
tipo de enfermedad hematoldgica de base y actividad de la enfermedad versus remision

mediante analisis estratificado y multivariable.

Con respecto al sesgo de seleccion, éste surge cuando la exposicion (presencia de
polimorfismos genéticos y niveles bajos de MBL) condiciona diferencialmente la
probabilidad de seleccion de los grupos que se comparan. Con respecto a la seleccion de
la poblacion de estudio, se incluyeron todos los pacientes sometidos a TAPH que
aceptaron participar en el estudio y durante la seleccion no se conocio si los pacientes

eran 0 no portadores de polimorfismos ni los niveles de MBL. Con respecto al sesgo de
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seleccion por baja tasa de respuesta, generalmente la tasa de participacién en los
estudios hospitalarios es alta y mayor que en los estudios comunitarios dada la mayor
relacion de dependencia de los pacientes con el personal sanitario. En nuestro trabajo

todos los pacientes participaron en el estudio, ninguno rechazé la propuesta.

El sesgo de seleccion por problemas en la recogida de informacion se puede producir si
el numero de pacientes perdidos durante el seguimiento es elevado y la razon de
abandono esta relacionada con la exposicion y con el riesgo de infeccién. Las pérdidas
de sujetos durante el seguimiento son menores en los estudios hospitalarios y en este
estudio fueron pacientes trasplantados con seguimiento en el hospital y el periodo de
seguimiento fue corto (6 meses). Para garantizar que el nimero de pérdidas fuese el
menor posible se recogié informacion que permitié su localizacion (direccion y
teléfono). Asi mismo, para evitar péerdidas selectivas de informacion que también
puedan producir este sesgo, toda la informacién se recogié de forma prospectiva.
También se realiz6 un registro de todas las pérdidas y se recogio la maxima informacion

de base posible sobre ellas.

No obstante, a pesar de todo no se pudieron obtener los niveles de MBL pre-trasplante
en 25 pacientes (34,7 %). Se analiz0 si estos 25 pacientes presentaban mayor gravedad
que el resto de la poblacion de estudio. No se encontraron diferencias en cuanto al
numero de infecciones (media de 2 infecciones en los pacientes en los que si se obtuvo
el valor de MBL pre-trasplante frente a 1,76 en los pacientes sin niveles, p=0,47).
Tampoco se observaron diferencias en la gravedad de las infecciones ni en la tasa de

mortalidad entre ambos grupos.
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El tercero de los errores es el sesgo de informacion. De las tres fuentes basicas de sesgo
de informacién, el que méas podria afectar a los resultados es el sesgo de mala
clasificacion. Con respecto a la informacion sobre la exposicion (existencia de
polimorfismos genéticos, niveles bajos de MBL), todas las determinaciones se hicieron
segun técnicas estandares, las mismas en todos los pacientes y por las mismas personas

entrenadas para tal fin.

El andlisis de muestras se realiz6 enmascarado sobre la presencia o no de infecciones.
A su vez, la medicién del efecto (presencia de infeccion), se hizo por médicos
especialistas en enfermedades infecciosas y usando los mismos criterios para su
diagndstico (segun las normas clinicas de la IDSA). Los médicos responsables del
seguimiento y diagndstico de infecciones estuvieron enmascarados con respecto a la
presencia de polimorfismos genéticos y/o niveles bajos de MBL. Por lo tanto, si
existiese un error en la medicion de la exposicién o en la valoracion del efecto, seria por
igual en todos los pacientes, con lo que se produciria un sesgo de mala clasificacion no
diferencial que habitualmente tenderia a infraestimar la asociacion entre la exposicion y
el efecto, lo que significa que si se encuentra una asociacion a pesar de la mala
clasificacion no diferencial se puede estar seguro que la asociacién real es ain mas

fuerte.

El sesgo de regresion a la media podria haber estado presente al realizar las mediciones
de MBL basales, pero esto afectaria por igual a toda la cohorte de pacientes: expuestos y
no expuestos, con lo que todos los pacientes habrian estado sometidos al mismo

fendmeno de regresion a la media, controlandose asi el posible efecto de este sesgo.
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POLIMORFISMOS DE MBL?2

El grupo de estudio fue homogéneo, sin diferencias en edad, sexo, enfermedad
hematoldgica de base o actividad de la enfermedad en el momento del trasplante.

Hasta el momento, hay pocos estudios que analicen la incidencia de infecciones en los
TAPH en funcién de los polimorfismos del gen MBL2. Horiuchi y col. (83) realizaron
un estudio comparativo de la incidencia de infecciones bacterianas graves entre los
pacientes con genotipos con baja produccion de MBL y el genotipo salvaje de MBL2 en
pacientes sometidos a un TAPH, encontrando una asociacion entre los genotipos de baja
produccion con un riesgo significativamente aumentado de infecciones bacterianas
graves en una serie de 113 pacientes tratados con dosis altas de quimioterapia y un
TAPH, la mayoria de ellos con enfermedades hematoldgicas similares a las nuestras. En
su estudio hubo una menor incidencia de infecciones bacterianas graves (9%) que en el
nuestro (18%). Esta diferencia podria explicarse por el hecho de que en todos sus
pacientes se utilizaron antibidticos profilacticos, incluyendo ciprofloxacino y

fluconazol, mientras que ésta no fue una préctica habitual en nuestro estudio.

Mglle y col. (82), llevaron a cabo un estudio retrospectivo que comparaba los
polimorfismos del MBL2 con el riesgo de infecciones graves en pacientes con mieloma
multiple que reciben un TAPH tras la administracion de dosis altas de melfalan.
Encontraron que los pacientes que presentaban el gen MBL2 de tipo salvaje tenian un
riesgo significativamente menor de ‘“septicemia”, en comparacion con los pacientes
portadores del gen variante de MBL2. En nuestra serie no encontramos diferencias en el
numero de pacientes con sepsis entre los pacientes con genotipo de MBL2 de tipo

salvaje y los pacientes con genotipo variante. Aunque la falta de asociacion entre estas
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infecciones con los polimorfismos del MBL2 podria explicarse por el tamafio de la
muestra, también podria ser debido a las diferencias en las enfermedades de base, ya
que en el estudio de Mglle (82) todos los pacientes padecian mieloma mdultiple, mientras
que los nuestros tenian diferentes enfermedades que podrian conferirles un riesgo mayor
de infeccion. Ademaés, también observaron infecciones mas graves en los pacientes con
MBL2 variante, aunque las diferencias no fueron estadisticamente significativas en el
analisis univariante. También en nuestro estudio se observO esta diferencia y sin
significacion estadistica. Seria interesante confirmar este hallazgo, ya que en caso de
que se confirmara se podria cambiar el manejo de los TAPH, por ejemplo, mediante una
profilaxis antibidtica y antifingica mas intensiva y precoz en los pacientes con MBL2

variante.

Encontramos una tendencia a un mayor numero de episodios de neumonia en los
pacientes con la forma variante MBL2, aunque no fue estadisticamente significativa,
posiblemente debido al pequefio tamafio de la muestra.

En cuanto a las infecciones de tracto urinario, en nuestro estudio no se encontraron

diferencias significativas entre ambos grupos.

En cuanto al andlisis de la incidencia de las infecciones causadas por diferentes,
microorganismos, encontramos un mayor numero de infecciones causadas por bacterias
grampositivas en los pacientes portadores de la forma variante de MBL2, aunque sin
significacion estadistica. Estas bacterias fueron principalmente estafilococos. Se
encontré una mayor incidencia de infecciones causadas por Staphylococcus epidermidis
en el grupo variante de MBL2. Estos hallazgos contrastan con el nimero similar de

infecciones de catéter venoso central en ambos grupos. Esto parece significar que el
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aumento del numero de infecciones causadas por bacterias grampositivas no es sélo
debido a infeccién de catéter, y una hipdtesis es que los pacientes con el genotipo
variante de MBL2 sometidos a TAPH, tienden a tener méas infecciones por gérmenes
grampositivos. Sin embargo, no esta claro el mecanismo de esta diferencia. En dos
estudios diferentes por Neth y col. (70) y por Shang y col. (103), se encontrd que S.
epidermidis presenta generalmente baja actividad de unién a MBL, lo que iria en contra
de la hipdtesis de que el MBL juega un papel importante en las infecciones causadas por
este gérmen. Un estudio realizado por L. Shi y col. (104) en ratones comprobé que el
100% de ratones con MBL2 nulo murieron 48h después de la exposicion a una
inoculacidén intravenosa de S. aureus en comparacion con el 45% de mortalidad en el
grupo de ratones con MBL2 de tipo salvaje, lo que sugiere que la MBL juega un papel
clave en la infeccion por S. aureus en ratones y sugiere que el gen variante de la MBL
puede actuar como un factor de susceptibilidad a las infecciones por estafilococos en los
seres humanos. Asimismo, un estudio realizado por Hellemann y col. (105), demostré
una asociacion entre el genotipo MBL2 O/O con una mayor incidencia de infeccion por
bacterias grampositivas. Estos resultados son consistentes con los hallazgos de Neth y
col. (70), que han demostrado que S. aureus se une a MBL con alta afinidad in vitro. Sin
embargo, en el estudio de Chapman (106) en pacientes con empiema, no se observo
asociacion entre la deficiencia de MBL y la susceptibilidad a los empiemas por
bacterias grampositivas 0 neumococos; tampoco Smithson y col. (107) encontraron
diferencias significativas en las bacteriemias por S. aureus entre los pacientes con

genotipo variante de MBL2 y controles sanos.

Por lo tanto, parece que se necesitan mas estudios para aclarar si la deficiencia de MBL

o la presencia del genotipo variante de MBL2 se asocian con infecciones por
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grampositivos, 0 si estos microorganismos pueden causar infecciones con mas
frecuencia en estos pacientes. Los resultados de esta respuesta podrian ayudar a prevenir
y reducir las infecciones en este grupo de pacientes, con el uso de la administracion

profilactica de antibidticos.

Se ha demostrado previamente por Granell y col. (76), que la disfuncion de la via de la
MBL secundaria a deficiencias determinadas genéticamente influye en los resultados
del alo-TPH, ya que se produce un aumento de la susceptibilidad a las infecciones
fangicas invasivas. En pacientes con TAPH, Horiuchi y col. (83) encontraron que 3 de
los 16 pacientes con infecciones severas que tenian una aspergilosis pulmonar eran
homocigotos para A, esto es, el alelo normal de MBL. Por el contrario, en nuestro
estudio, 2 de los 11 pacientes con infecciones graves tenian una neumonia fungica, y
ambos presentaban el genotipo deficiente de MBL2. Los dos murieron como
consecuencia de esta infeccion.

Por lo tanto, podria ser muy atractivo evaluar si los pacientes con polimorfismos del
MBL2 podrian beneficiarse de profilaxis antifungica, no s6lo en TAPH sino también en
otro tipo de tratamientos que dafian el sistema inmune innato como quimioterapia o

terapias inmunosupresoras.

En nuestro estudio se han producido mas infecciones viricas en el grupo de MBL2
variante, aunque sin significacion estadistica. S6lo hubo un caso en cada grupo, pero
teniendo en cuenta que el tamafio del grupo de MBL2 de tipo salvaje era mayor, este
resultado debe ser tenido en cuenta. Por otra parte, la infeccion virica en el grupo de
MBL2 variante fue causada por una reactivacion del CMV, una enfermedad

potencialmente muy grave, mientras que el virus en el grupo de MBL2 de tipo salvaje
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fue una reactivacion de una infeccion por virus varicela zoster, mucho mas comun en

pacientes hematoldgicos.

No se encontraron diferencias en la incidencia de infecciones causadas por bacterias
gramnegativas, lo cual es consistente con los estudios de Helleman y Sutherland (105,

108).

Respecto a la mortalidad, ésta fue mayor en la forma variante MBL2, de hecho, en este
grupo, la causa de la muerte fue una infeccion grave en todos los pacientes. En el
estudio de Helleman (105), se constat6 asimismo un aumento de la mortalidad en los
pacientes homocigotos para el alelo variante de MBL2 (OO), y en un estudio de
Garnacho-Montero (109) se observo que la presencia de alelos variantes del gen MBL2
era un factor de riesgo independiente de mortalidad en pacientes con sepsis

neumococica.

En resumen, los pacientes con el genotipo variante de MBL2 presentan una mayor
mortalidad asociada a infecciones, asi como una mayor incidencia de infeccion fangica.
Asimismo, presentan tendencia a padecer un mayor numero de infecciones por
grampositivos y a presentar infecciones mas graves que los pacientes que tienen el
genotipo MBL2 de tipo salvaje.

Estos datos orientan a que en los pacientes que reciben un TAPH, el genotipo salvaje
del gen MBL2 puede jugar un papel protector en las infecciones por hongos y

grampositivos, asi como en la severidad de las infecciones.
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Seria por tanto muy interesante valorar si la realizacion de una profilaxis precoz
antibacteriana y antifungica en los pacientes que presenten el genotipo variante de
MBL2 que van a someterse a un TAPH, podria disminuir la incidencia de infecciones,

asi como su gravedad.
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NIVELES DE MBL

Respecto a la influencia que pueden ejercer los niveles de la MBL en pacientes con
neoplasias hematoldgicas sometidos a TAPH en cuanto a la incidencia y evolucion de
las infecciones, hasta donde sabemos, no hay en la actualidad ningin estudio que
analice esta cuestion.

Por el contrario, hay numerosos estudios que han investigado la relacion entre los
niveles de la MBL y las infecciones en pacientes oncoldgicos pediatricos, con
resultados contradictorios; en un estudio de Neth y col. (110), los niveles bajos de MBL
(<1.000 pg/L) se asociaron con un incremento del riesgo de infeccion, comparado con
niveles > 1.000 pg/L. Por otra parte, en un estudio de Schalapbach y col. (111), los
pacientes con niveles muy bajos (<100 pg/L) y normales (> 1.000 pg/L) de MBL,
tuvieron significativamente mas episodios de neutropenia febril que los pacientes con
niveles bajos de MBL (100-999ug/L). Hay otros tres estudios en los que no se
encontraron diferencias entre los niveles de MBL vy los diferentes tipos de infeccion
(112-114). Esto podria explicarse por las diferencias clinicas y metodoldgicas que
existen, como la estratificacion por edad, tipo de tumor y régimen de quimioterapia
empleado.

Existen varios estudios en pacientes adultos inmunocomprometidos que analizan la
relacion entre los niveles de MBL y las infecciones. El estudio de Lambourne (74),
mostré asociacion entre el déficit de MBL vy la aspergilosis aguda invasora, mientras
que un estudio por Vekemans (115) encontré que los pacientes con déficit de MBL
tenian un mayor nimero de infecciones severas y con un inicio mas temprano de la
primera infeccion comparado con los pacientes no deficientes, aunque no encontraron

episodios febriles mas prolongados o més frecuentes. En dos estudios de Kilpatrick y
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Bergmann (116, 117), no se encontrd asociacion entre los niveles de MBL y las
infecciones en pacientes que recibian quimioterapia.

Respecto al alo-TPH, en el estudio de Osthoff et al (80) se demostré que los pacientes
que recibian un trasplante y tenian niveles de MBL por debajo de 1.000 ng/mL
presentaban un riesgo aumentado de padecer una o mas infecciones mayores, mientras
que en los estudios de Mullighan (75) y Chaudhry (81), no se halld esta asociacion,
aunque en el estudio de Mullighan si vieron que los niveles bajos de MBL mostraban
una tendencia a asociarse con las infecciones.

En nuestro estudio, no se ha hallado ninguna asociacion entre los niveles bajos de MBL
con la susceptibilidad a padecer infecciones durante la realizacion de un TAPH; es mas,
no se observé concordancia entre los genotipos productores de bajos niveles de MBL
con la determinacion de niveles bajos de MBL en las determinaciones realizadas
pretrasplante y en los diferentes periodos post-trasplante.

Una de las razones que podria justificar la discordancia de los datos de nuestro estudio
(diferencias estadisticamente significativas que muestran aumento de infecciones
fangicas y mayor mortalidad de causa infecciosa en pacientes sometidos a TAPH con el
alelo variante de MBL2, pero sin hallar ninguna influencia de los niveles bajos de la
MBL) podria ser debido al tamafio muestral; si bien hemos analizado los genotipos de
los 72 pacientes incluidos en el estudio, Unicamente hemos podido analizar la evolucion
de las infecciones tras un TAPH en funcion de los niveles de MBL en 47 pacientes,

puesto que el resto carecia de la medicion pretrasplante de MBL.
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TOLL-LIKE RECEPTORS

No hubo relacion estadisticamente significativa entre los distintos tipos de infecciones
bacterianas, viricas o fingicas y las distintas variantes genéticas de los TLR4 o TLR2.
Aunque es importante tener en cuenta que las variantes genéticas fueron la minoria, por
lo que no se pudieron extraer conclusiones, dado el escaso porcentaje de los pacientes
con mutaciones. En otras series se describen asociaciones entre las mutaciones de los

TLR y riesgo de infeccidn, especialmente por Aspergillus (118-120).
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Los resultados del presente trabajo sugieren que los polimorfismos del MBL2 en los
pacientes sometidos a TAPH se relacionan con mayor riesgo de infecciones fangicas y
con un aumento en la tasa de mortalidad secundaria a infeccion. Asimismo, se observo
en este grupo de pacientes una tendencia a un mayor numero de infecciones por
grampositivos y a una mayor gravedad de los episodios de infeccion. Sin embargo, los
niveles de MBL bajos no se asociaron con mayor riesgo de infecciones en los distintos
periodos del TAPH.

Los polimorfismos de los TLR, no se relacionaron con las infecciones en estos

pacientes, aunque las variantes genéticas fueron minoria en nuestro estudio.
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7. CONCLUSIONES
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En los pacientes a los que se realizd un TAPH el polimorfismo del gen MBL2

mas frecuente fue el no deficiente (A/A).

No se objetivo asociacion entre los genotipos de MBL2 y los niveles de MBL

pretrasplante.

Los pacientes con el genotipo variante de MBL2, presentaron un aumento en la
incidencia de infecciones fungicas. Asimismo, estos pacientes tuvieron un
mayor numero de infecciones por microorganismos grampositivos e infecciones
mas graves que los pacientes con el genotipo MBL2 de tipo salvaje, aunque sin

llegar a la significacion estadistica.

Los pacientes con el genotipo variante de MBL2 presentaron una mayor

mortalidad asociada a infecciones.

No hubo asociacion entre los niveles bajos de MBL y la evolucion de los

pacientes sometidos a TAPH.

No se objetivd un mayor riesgo de infeccion en aquellos pacientes con

polimorfismos en los genes TLR2 y 4.
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9.1 ANEXO 1

INFECCIONES E INMUNIDAD INNATA EN TAPH

1.DATOS PRETRASPLANTE

NOMBRE. ... NHC...................
SEXO H [ M [ EDAD.......
ENFERMEDAD DE BASE:

Lineas de tratamiento previas:
NUMETO.....oivviveiieeieirieiiens
Fludarabina si [ nol]
Campath si [] nol]
antiCD-33 si [J nolJ
RDT si [ nol]

TPH previo si [] nol] Tipo mini-alo [] alo-convencional [] autol]

Otras enfermedades: si [1 nol’
Diabetes: 11 EPOC I cardiaca 1  Neoplasias [ Cirrosis [ IRC [
Alcoholismo™

Antecedentes de infecciones relevantes previas y tratamiento

Infeccion fangica

Si [1 NolJ

Posible [1 Probable 1 Probada [1 (gérmen........... )
ANtiMIcrobian0..........cccov i
EVOIUCION.....oviiiicc

Infeccidn bacteriana grave
Si [ Noll

Infeccidn virica grave
Si [] Noll
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2. DATOS DEL TRASPLANTE

2.1 SEROLOGIAS PRETRASPLANTE ( +/-)

VHS |CMV | VEB | VWZ | VIH | VHC | VHB TOXOPLASM
A

PPD

2.2 ACONDICIONAMIENTO Y FECHA INFUSION

Fuente de progenitores: SP [1 MO Ambos[]

Acondicionamiento: FArmacos ¥ dosiS.........ccvveiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieene,

2.3 PROCEDIMIENTOS INVASIVOS

Sonda urinaria:
Si [ NolJ

Fechas de colocacion yretirada ...........ocoiiiiiiiiiiiiii i

Ventilacién mecanica:
Si [ NolJ

Fechas de inicio y fin

Nutricién parenteral
Si [ Nol

Fechas de colocacion yretirada ...........oeiviiiiiiiiiiiiiii i
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2.4 VALORES DE LINFOCITOS T, INMUNOGLOBULINAS

30

60

90

120

180

CD4

CD8

IGG

IGA

IGM

2.5 PERIODO DE NEUTROPENIA

Dia de recuperacion granulocitaria

GCSF: Si [ Nol!

Profilaxis

VIRUS:

No[

Si [0 Farmaco...............
HONGOS:

No[

Si [1 Farmaco
ANTIBOTICA:

Nol

Si [1 Farmaco

Mucositis: si [ no [1 grado I II 00 Il O IV O
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2.6 PERIODO DESDE RECUPERACION GRANULOCITARIA HASTA +100

Profilaxis

VIRUS:
Nol

Si [ Farmaco............

HONGOS:
Nol

Si [ Farmaco............

ANTIBIOTICA:
Nol

Si [0 Farmaco...........

2.7 .PERIODO DESDE DIA + 100

Profilaxis

VIRUS:
No[

Si [0 Farmaco..........

HONGOS:
No[

Si [0 Farmaco..........

ANTIBIOTICA:
No|

Si [ Farmaco..........
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2.9 NIVELES SERICOS MBL/GENOTIPO MBL- TLR/ GALACTOMANANO

Fecha

MBL

Galactomanano

CMV
(Ag)

Genotipo
MBL

Genotipo
TLR2

Genotipo
TLR4
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2.10 COMPLICACIONES INFECCIOSAS

NOMBRE PACIENTE ..ottt et
L ] 5 S
Fecha | Infeccién |Fiebre |Foco |Sospe- |Germen|Locali- | Gravedad |Trat. Cambio via |Evolucion
cha zacion Anti- Tipo via
hongo germen microbiano | Fecha
colocacion
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DATOS DEL TRASPLANTE

Enfermedad Hematoldgica:

Mieloma multiple
LAL
Sindrome linfoproliferativo
E Hodgkin
Linfoma de alto grado
Neoplasia aguda mieloide (13622
Sindrome mielodisplésico
Sindrome mieloproliferativo cronico
Inmunodeficiencia congeénita
Alteraciones congénitas eritropoyesis
Aplasia de médula ésea
Otros

Antecedentes de infecciones fungicas

Gérmen
Aspergillus (Fumigatus 6 Terreus 6 Flavus)
Mucormicosis

Scedosporium

Antimicrobiano
Anfotericina
Itraconazol
Voriconazol
Caspofungina
Fluconazol
Otros

Evolucion
Resolucién completa
Resolucidn parcial

Antecedente de infeccidén bacteriana grave

Gérmen
S. Aureus (MARS si 0 no)
S Hominis
S Viridans

Enterobacter
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Pseudomonas (multirresistente si-no)
E. Colli (multirresistente si-no)
Stenotrophomona
Acinetobacter
Serratia
Proteus
Otros
Antecedentes de infeccidn virica

Gérmen
CMvV
Herpes simple
Otros

Acondicionamiento

Radioterapia + Ciclofosfamida
Busulfan + Ciclofosfamida
Fludarabina + Melfalan

BEAC

BEAM

Melfalan

Otros

Periodo de neutropenia

Profilaxis virus
Aciclovir
Otros

Profilaxis antifungica
Fluconazol
Caspofungina
Itraconazol
Voriconazol
Anfotericina
Otros

Profilaxis antibiotica (nunca hacemos)
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Periodo desde la recuperaciéon granulocitaria hasta dia + 100

Profilaxis virus
Aciclovir
Gancilovir
Otros

Profilaxis antifingica
Voriconazol
Itraconazol
Fluconazol
Otros

Profilaxis antimicrobiana
Septrin forte
Pentamidina
Otros

Periodo desde dia + 100

Profilaxis virus

Aciclovir
Gancilovir
Otros
Profilaxis antifngica
Voriconazol
Itraconazol
Fluconazol
Otros
Profilaxis antimicrobiana
Septrin forte
Pentamidina

Otros
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HOJA DE RECOGIDA DE INFECCIONES

Infeccion
Confirmada
Probable
Posible
Dudosa

Fiebre
Siono

Foco
Catéter
Mucositis
Vias respiratorias altas
Pulmoén
Genitourinario
Via digestiva alta
Diarrea
Cuténeo
SNC
Otros

Sospecha de hongo

Siono
Gérmen
S Aureus
S hominis
S epidermidis
S Viridans
Enterococo
Corynebacterium
Moranxela
Pseudomona (multirresistente si 6 no)
E colli (multirresistente si 6 no)
Serratia
Acinetobacter
Enterobacter

Proteus
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Clostridium
Citomegalovirus

Herpes simple
Adenovirus

Poliomavirus

Influenzae

Virus respiratorio Sincitial
Virus herpes 6
Aspergillus (Fumigatus 6 Terreus 6 Flavus 6 Spp)
Mucor

Scedosporium

Otros

Localizacién gérmen

Sangre
Punta catéter
Orina
Heces
Biopsia cutanea
Biopsia digestiva
Esputo espontaneo
BAL
Exudado nasal
Frotis faringeo
Otros

Gravedad
Leve
Moderado
Grave
Shock séptico

Tratamiento antimicrobiano

Empirico correcto
Empirico incorrecto
Segun antibiograma
Tazocel

Otros
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Evolucién
Resolucion

Progresion
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9.2 ANEXO 2

CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA LA EXTRACCION Y
CONGELACION DE MUESTRAS DE SANGRE PARA ESTUDIOS DE
INVESTIGACION

NOMBRE DEL ESTUDIO: POLIMORFISMOS EN LOS GENES DEL
SISTEMA INMUNE INNATO (MBL Y TLR) Y RIESGO DE INFECCION EN
PACIENTES SOMETIDOS A  TRASPLANTE AUTOLOGO DE
PROGENITORES HEMATOPOYETICOS

A usted se le pide que nos permita utilizar una parte de sus muestras de sangre para
realizar andlisis genéticos dentro del estudio arriba indicado. Los resultados de estos
analisis seran confidenciales y no se revelaran ni a usted ni a otra persona a menos que
usted pida que explicitamente se revelen. También se le pedira que nos permita
conservar parte de estas muestras de sangre para utilizarlas en el futuro en caso de que
se realizasen nuevos estudios genéticos con objetos similares.

Paciente:

Yo acepto que mis muestras de sangre sean utilizadas para las pruebas genéticas.

NOMDBI€. ..o, Fecha........oooovveiiiiiii ...

Yo acepto que mis muestras de sangre sean almacenadas para utilizarlas en el futuro en

nuevos analisis genéticos.

NOmMDbIe. ..., Fecha.........oooviiiiiiii ..
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Abstract

Background

Serious infections are common in patients undergoing autologous stem cell transplantation
(ASCT) mainly because of the effects of immunosuppression. The innate immune system
plays an important role in the defense against different infections. Mannose binding lectin
(MBL) is a central molecule of the innate immune system. There are several promoter
polymorphisms and structural variants of the MBL2 gene that encodes for this protein. These
variants produce low levels of MBL and have been associated with an increased risk for
infections.

Methods

Prospective cohort study. The incidence, severity of infections and mortality in 72
consecutive patients with hematologic diseases who underwent ASCT between February
2006 and June 2008 in a tertiary referral center were analyzed according to their MBL2
genotype. INNO-LIPA MBL2 was used for MBL2 gene amplification and genotyping.
Relative risks (RR) (IC95%) as measure of association were calculated. Multivariate analysis
was performed using logistic regression.

Results

A statistically significant higher number of fungal infections was found in patients with
MBL2 variants causing low MBL levels (21.1%versus1.9%, p=0.016).In this MBL2 variant
group infection was more frequently the cause of mortality than in the MBL2 wild-type group
(p=0.05). Although not statistically significant, there was a higher incidence of major
infections in the MBL2 variant group as well as a higher number of infections caused by
gram-positive bacteria.

Conclusions

Low-producer MBL2 genotypes were associated with an increased number of fungal
infections in ASCT patients, which would suggest that MBL has a protective role against
such infections. ASCT patients with MBL2 variant genotypes are more likely to die as a
result of an infection.
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Background

Patients undergoing autologous stem cell transplantation (ASCT) are at a high risk of serious
infection, mainly due to both the procedure and the underlying disease requiring the
transplant, which in most patients undergoing the procedure is hematological [1-5].

Mannose-binding lectin (MBL) is a circulating liver-synthesized C-type serum protein of
importance in the innate immune defense system. It is one of the recognition molecules in the
lectin complement activation pathway [6]. Human MBL is derived from a single gene located
on chromosome 10 (MBL2) [3-8].

Serum levels and the function of MBL oligomers are strongly influenced by genetic variants
[9]. Low levels of MBL have been associated with increased susceptibility to infections,
especially in recurrent or severe forms, even in immunocompetent individuals [10]. However,
isolated low MBL serum levels do not usually cause disease. This deficiency appears to be
associated with severe infections when other immune deficiencies occur [11].

The effect of MBL deficiency in the infectious complications of patients receiving
chemotherapy is variable [11]. It has been associated with serious infections and more
prolonged episodes of febrile neutropenia [11-13], as well as with an earlier first severe
infection in deficient patients [14]. There are also several studies which analyze the
relationship between MBL and allogeneic stem cell transplantation infections [15-22], but
until now, only two studies dealing with this issue in ASCT have been published [23,24]. The
focus of this study is the association between MBL2 gene variants and the risk of infections in
patients with different hematologic diseases undergoing ASCT.

Patients and methods

Patients

A prospective cohort study of all patients who received an ASCT for hematologic disease
from February 2006 to June 2008 in the Hospital Universitario Marqués de Valdecilla (1,000-
bed teaching hospital) was performed. All transplanted patients >13 years old without
immunodeficiency (solid tumors, HIV infection or congenital immunodeficiencies) were
included. Patients were followed up after inclusion in the study for 6 months.

Infections

Intercurrent infections were monitored during the early period (0-30 days after ASCT), the
intermediate period (30-100 days after ASCT) and the late period (>100 days after ASCT).
Infections were prospectively collected by the clinical research associates from the institution
using a standardized data collection form, following the protocols of the Hematology
Department of the Hospital Universitario Marqués de Valdecilla, in compliance with the
clinical guidelines of the Infectious Diseases Society of America [25]. Prophylactic measures
included isolation in high-pressure rooms with air filters and the administration of
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intravenous acyclovir at prophylactic doses from day —3. Antibiotics and antifungal
prophylaxis were not routinely administered.

An infectious episode was defined as a microbiologically or clinically documented infection.
Microbiologically documented infections with the same organisms during the same phase of
therapy occurring more than 7 days apart were counted as different infections. Major
infection was predefined as either sepsis confirmed on microbiological testing or a systemic
inflammatory response syndrome with highly suggestive radiographic or clinical
characteristics and the requirement for a specific antimicrobial treatment in both cases. The
following conditions were excluded: single positive blood culture resulting from contaminant
skin bacteria, upper respiratory tract infections, culture-negative interstitial pneumonitis,
dermatological varicella zoster reactivation, and local herpes simplex reactivation. Severe
herpes virus infection was predefined as invasive viral infections requiring prompt treatment
and hospitalization. A positive cytomegalovirus (CMV) blood culture or CMV-pp65
antigenemia assay or polymerase chain reaction (PCR) for CMV DNA (>400 copies/ml)
(COBAS Amplicor CMV Monitor, Roche Diagnostics) and symptoms of organ dysfunction
were required to fulfill the criteria of a clinically significant CMV infection/reactivation [26].
Episodes of asymptomatic CMV reactivation, primary varicella zoster virus and Epstein-Barr
virus infections were excluded.

MBL2 genotyping

Blood was collected in EDTA-stabilized tubes in compliance with approved protocols from
our institution. Genomic DNA from patients and controls was extracted from peripheral
blood by using the Maxwell 16 Genomic DNA Purification system. For MBL2 gene
amplification and genotyping, the INNO-LIiPA MBL2 (Innogenetics Diagnostica Iberia
S.L.U, Barcelona, Spain) was used, following the manufacturer’s instructions. The INNO-
LiPA MBL2 is a line probe assay, designed for genotyping the 6 variations in the human
MBL2 gene (-550G > C, —221G > C, +4C > T, R52C, G54D, and G57E), providing an
analysis of the seven common haplotypes and the 28 possible resulting diplotypes.

Exon mutations called structural variants (normal allele or “wild-type” A and mutant alleles
B, C and D which together were called allele O) and promoter polymorphisms (H/L, Y/X and
P/Q) were analyzed. Variants YA/YA, XA/XA and YA/XA were classified as A/A. Those
with any mutation in the exon such as YA/O, XA/O were classified as A/O and, lastly,
individuals homozygous for the structural variants in the exon were considered as O/O. Thus,
patients were divided in two groups according to their MBL2 genotype: 1) normal
homozygous patients (AA) and 2) patients with AO and OO genotypes, who were considered
to be lower MBL producers [24].

Statistical analysis

Results were analyzed according to MBL2 genotype, comparing normal homozygous patients
(AA) and patients with AO and OO genotype and to determine if there were differences
between the two groups in terms of demographic characteristics, underlying disease, infection
parameters and mortality. Statistical analysis was performed using a two-tailed »* test and a
Fisher’s exact test, Student t-test or Mann Whitney, as appropriate in each case. For m x n
tables, a Fisher’s exact test was estimated using the Monte Carlo method. Relative risks (RR)
and their 95% confidence intervals (CI) were calculated to analyze the association between
genetic variants and polymorphisms and the risk of concomitant infections as dependent
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variables (overall and by microorganisms). Multivariate analysis was performed using
logistic regression to estimate the association between genetic variants and polymorphisms
and the risk of underlying infections adjusted by confusion factors. A regression model was
constructed for each type of infection, with infection-related variables being the outcome and
the independent variable being the MBL2 genotypes, adjusted for sex, age, hematologic
disease, active pre-transplant hematologic disease. A two-tailed P <0.05 was considered
statistically significant. Data were analyzed using Stata (SE 10.0, Stata Corporation, College
Station, TX) and SPSS (version 19) (SPSS Inc., Chicago, IL) statistical software.

Ethics

This study was approved by the Ethics Committee of the Autonomous Community of
Cantabria, Spain. All patients (>18 years) signed informed consent to participate in the study.
For children under 18 years, the parents had to sign informed consent.

Results

MBL2 structural variants, promoter polymorphisms and genotypes

Seventy-two patients were included. Median age at the time of transplantation was 54 years
(19-74). During the study period, no patients under 19 years underwent AST. Forty-two (42)
patients were men. Patients were divided in two groups according to their MBL2 genotype:
patients homozygous (AA) for wild type MBL2 (n = 53) and other patients, AO/OO (n = 19),
which included heterozygous patients (AO) (n = 16), and homozygous patients (OO) (n = 3).
No statistically significant differences were found in both groups for gender, age, distribution
according to different types of hematologic disease or hematologic disease activity at the time
of transplantation. Patient characteristics, underlying disease and number of previous lines of
treatment are shown in Tables 1 and 2.
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Table 1 Characteristics and MBL genotypes of 72 patients with ASCT

AA AO/O0O P-value*
Patients (%) n =53 Patients (%) n =19
Gender
Male 30 (56.6) 12 (63.2) 0.62
Female 23 (43.4) 7 (36.8)
Mean age (SD), years 51.6 (13.9) 50.2 (14.8) 0.70
Underlying disease 0.78
MM 14 (26.4) 6 (31.6)
HD 8 (15.1) 5 (26.3)
NHL 22 (41.5) 7 (36.8)
AMN 7 (13.2) 1(5.3)
PL 1(1.9) 0
Amyloidosis 1(1.9) 0
Active disease** 0.22
YES 11 (20.8) 7 (36.8)
NO 42 (79.2) 12 (63.2)

* Two-tailed Chi-squared test/Fisher exact test for categorical variables or two-tailed t-test for
continuous variables.

** Active pre-transplant hematologic disease.

MM: multiple myeloma, HD: Hodgkin disease, NHL: non Hodgkin lymphoma, AMN: acute
myeloid neoplasia, PL: prolymphocytic leukemia, ME: multiple sclerosis.

AA genotype: patients homozygous for wild-type structural allele (A).

AO/OO genotype: patients heterozygous or homozygous for the B, C or D alleles.

Table 2 Number of chemotherapy lines pre-transplant

AA AO/O0O P-value*
Patients (%) n =53  Patients (%) n =19

0 1(1.9) 0 0.18

1 14 (26.4) 5 (26.3)

2 26 (49.1) 10 (52.6)

3 12 (22.6) 2 (10.5)

4 0 2 (10.5)

Mean (SD) 1.9 (0.8) 2.1(0.9) 0.55

*Two-tailed Fisher’s exact test for categorical variables or two-tailed t-test for continuous
variables.

AA genotype: patients homozygous for wild-type structural allele (A).

AO/OO genotype: patients heterozygous or homozygous for the B, C or D alleles.

Infections

Episodes of infection were recorded from the first day after infusion (day +1) until the sixth
month post-transplantation. The average number of episodes of infection per patient was 2
(SD = 1.3) with a minimum of 0 and a maximum of 8 (1 patient). A total of 138 episodes of
infection were collected in 69 patients. Three (3) patients had no infections during follow-up
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(4.2%). Thirty-one (31) patients (43.1.%) had a single episode, 20 (27.8%) had 2 episodes, 11
(15.3%) 3 episodes, 4 (5.6%) 4 episodes, 2 (2.8%) 5 episodes and one patient (1.4%) had 8
episodes of infection.

There were 112 infections in the early period (from day 1 to 30), 17 in the intermediate
period (days 31 to 100) and 9 in the late period (day 101 to the end of the study). An average
of 1.74 (SD = 1.04) episodes of infection occurred in the wild-type MBL2 group, and 2.42
(SD = 1.84) in the variant MBL2 group, with a greater number of infections in the deficient
group (at the limit of statistical significance, p = 0.051).

Table 3 shows infection characteristics. Sepsis was common (43.1%) and equally distributed
between both groups, as was urinary tract infection which occurred at a lower frequency
(11.1%) than expected. There was also a low incidence of pneumonia (5.6% of all patients),
which occurred more frequently in the MBL2 variant group, 10.5% versus 3.8%, RR: 2.8
(0.4-18.4), p = 0.28. Venous catheter infection occurred at a similar rate in both groups;
11.3% versus 10.5%, risk ratio (RR): 0.9 [95% confidence interval (Cl) 0.2-4.2, p = 1.00].

Table 3 MBL2 genotypes and infections in 72 patients with ASCT during the 6 months of
follow-up

AA AO/O0O RR (95% CI) P-value*
Patients (%) Patients (%)
n =53 n=19
Types of Infection
-Pneumonia 2(3.8) 2 (10.5) 2.8(0.4-18.4) 0.28
-Sepsis 22 (41.5) 9 (47.4) 1.1 (0.6-2.0) 0.66
-VCI 6 (11.3) 2 (10.5) 0.9 (0.2-4.2) 1.00
-UTI 5(9.4) 3 (15.8) 1.7 (0.4-6.3) 0.43
Major infection 6 (11.3) 5 (26.3) 2.32(0.80-6.74) 0.15
Gram-positive infections 14 (26.4) 9 (47.4) 1.8 (0.9-3.4) 0.09
-S. epidermidis 9 (17) 7 (36.8) 2.2 (0.9-5.0) 0.11
-S. aureus 1(1.9) 0 (0) -- 1.00
-Other
Gram-negative infections 19 (35.8) 6 (31.6) 0.9 (0.4-1.9) 0.74
Viral infections 1(1.9) 1(5.3) 2.8 (0.2-42.4) 0.46
-CMV 0 (0) 1(5.3) -- 0.26
Fungal infections 1(1.9) 4(21.1) 11.5(1.3-93.7) 0.016
-Candida 1(1.9) 2 (10.5) 5.6 (0.5-58.1) 0.17
-Aspergillus 0 (0) 1(5.3) -- 0.26
-Mucor 0 (0) 1(5.3) -- 0.26
N° deaths 4 (7.5) 3(15.8) 2.1 (0.5-8.5) 0.37
Cause of death
-Infection 0 3 -- 0.05
-Progression 3 0 --
-Unknown (not infection) 1 0 --

* Two-tailed Chi-squared test or Fisher exact test as corresponding.

RR: risk ratio; Cl: confidence interval.

VCI: Venous catheter infection; UTI: Urinary tract infection.

AA genotype: patients homozygous for wild-type structural allele (A).

AO/OO genotype: patients heterozygous or homozygous for the B, C or D alleles.

179



Fifteen major episodes of infection were recorded: sepsis in 8 patients; pneumonia in 5
patients, including one pulmonary aspergillosis and one Mucor pneumonia; and 2 patients
with severe diarrheal episodes (one caused by Clostridium difficile). A higher incidence of
major episodes of infection was observed in the variant MBL2 group, 26.3% versus 11.3% in
the MBL2 wild-type group: RR = 2.32, (95% CI: 0.80-6.74, p = 0.15), although this did not
reach statistical significance.

There were 68 microbiologically documented infections (50% of all the infections) in 39
patients. Fifty-six (82.4%) of these infections occurred in the early period, 5 (7.4%) in the
intermediate and 7 (10.2%) in the late period. There were 33 infections caused by gram-
positive bacteria, 36 caused by gram-negative bacteria, 5 fungal infections and 2 infections
caused by virus. Eight were polymicrobial infections.

The average number of microbiologically documented infections was not statistically
significant different between both groups, although there was a greater number of infections
with microbiological documentation in the variant MBL2 group: 1.32 (SD = 1.53) versus 0.81
(SD=0.96 p=0.1).

There was a higher average of microbiologically documented episodes of infection in the
early period in the variant MBL2 group (1.90 (SD = 1.2), than in the MBL2 wild-type (1.37
(SD =1.2 p = 0.062), but this did not reach statistical significance.

The average time in days until the first infection after the transplantation day was 7.98 days
(SD = 11.34) in the wild-type MBL2 group and 13 days (SD = 30.73) in the MBL2 variant
group (p = 0.32).

Regarding the type of infection, gram-positive bacteria were more frequent in the MBL2
variant group, 47.4% versus 26.4%, RR = 1.8 (95% CI: 0.9-3.4, p = 0.09). There was a
greater incidence of infections caused by Staphylococcus epidermidis in the MBL2 variant
group, 36.8% versus 17%, RR = 2.2 (95% CI: 0.9-5.0, p = 0.11). In the adjusted analysis, the
odds ratio (OR) was 4.0 (95% CI: 1.0-16.5, p = 0.05), at the limit of statistical significance
(Table 4). There was only 1 case of infection by Staphylococcus aureus, in the MBL2 wild-

type group.
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Table 4 Association between MBL2 genotypes and infections: Multivariate analysis
Outcome variable (patients with  OR* (95% CI) (Effect of MBL2 genotypes on p-

infection) risk of infection) value
Types of infection
-Pneumonia 8.1(0.4-158.2) 0.17
-Sepsis 0.9 (0.3-3.1) 0.88
-VCI 0.8 (0.1-5.0) 0.77
-UTI 2.3 (0.4-12.8) 0.44
Serious infection 0.8 (0.1-4.9) 0.79
Gram-positive infections 2.5 (0.8-7.5) 0.11
-S. epidermidis 4.0 (1.0-16.5 0.05
Gram-negative infections 0.7 (0.2-2.4) 0.59
Viral infections 1.1 (0.01-60.4) 0.96
Fungal infections 12.9 (1.1-153.9) 0.03

*Odds Ratio (OR) adjusted by: sex, age, type of hematologic disease, active pre-transplant
hematologic disease.

ClI: confidence interval.

VCI: Venous catheter infection; UTI: Urinary tract infection.

Most infections caused by gram-positive bacteria occurred in the early period and were more
frequent in the variant MBL2 group (42.1% versus 26.4% in the MBL2 wild-type group, p =
0.2). There were no such infections in the intermediate period and only one in each group in
the late period.

The incidence of fungal infections in the variant MBL2 group (3 Candida albicans, 1 Mucor,
1 Aspergillus) was statistically significantly higher than in the MBL2 wild-type group (1
Candida spp), RR = 11.5 (95% CI: 1.3-93.7, p = 0.016), as confirmed in a multivariate
analysis (Table 4).

There were no statistically significant differences in the incidence of infection caused by
gram-negative bacteria, RR: 0.9 (95% CI: 0.4-1.9, p = 0.74), or by virus between both
groups, RR: 2.8 (95% CI: 0.2-42.4, p = 0.46), although there was a higher incidence of viral
infections in the variant MBL2 group.

More patients died in the variant MBL2 group than in the wild-type MBL2 group (15.8%
versus 7.5% respectively, p = 0.37), although this difference was not statistically significant.
However, all deaths in the variant MBL2 group were related to infection, whereas in the wild-
type MBL2 group, deaths were due to other causes, with a p-value of 0.05 at the limit of
statistical significance (Table 3).

Discussion

This prospective study focused on comparing the incidence of infection and mortality after
ASCT between patients with the wild-type MBL2 genotype compared to patients carrying a
variant MBL2 genotype. The MBL2 variant is associated with lower levels of serum MBL, so
it may be related with a greater number of infections and/or more serious infections. A
multivariate analysis was performed to rule out other factors that could cause a higher
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incidence or severity of infection (disease status-response vs. type of hematologic disease,
active pre-transplant hematologic disease, sex and age).

The study group was homogeneous, with no differences in age, gender or hematologic
disease, and presented similar disease activity at the time of transplantation.

So far, there are few studies describing the incidence of infections in ASCT related to MBL2
gene variants. Horiuchi et al. [23] in a series of 113 patients treated with high-dose
chemotherapy and ASCT, most of whom had hematologic diseases, carried out a study of the
incidence of major bacterial infection in patients with low-producing genotypes compared to
the wild-type genotype, finding an association between the low-producing genotypes and a
highly increased and significant risk of major bacterial infections. The incidence of major
bacterial infections (9%) was lower than that observed in the current study (18%). This could
be related with the use of prophylactic antimicrobials including ciprofloxacin and fluconazole
in all their patients, in contrast to the usual practice in our center.

Mglle et al. [24], in a retrospective study compared MBL2 gene variants with the risk of
severe infections in multiple myeloma in patients receiving ASCT after high-dose melphalan.
They found that patients homozygous for wild-type MBL2 had a significantly reduced risk of
septicemia compared to patients carrying the variant MBL2. In our series, no differences were
found in the number of patients with sepsis between the two groups. Although the lack of
association between these infections and MBL2 gene variants could be explained by the
sample size, this could also be due to the different underlying diseases: in Mglle’s study, all
patients were diagnosed with multiple myeloma while our patients had heterogeneous
hematologic diseases and therefore could have had a higher risk of infection. They also found
more severe infections in patients with variant MBL2, although the differences were not
statistically significant. Similarly, in our series more severe infections and a greater number
of episodes of pneumonia were found in patients with variant MBL2.

When the incidence of infections caused by different microorganisms was analyzed, a higher
number of infections caused by gram-positive bacteria was found in patients carrying the
variant MBL2 form, and these were mainly staphylococci. In this respect, the incidence of
infections caused by Staphylococcus epidermidis was greater in the MBL2 variant group.
These findings contrast with the similar number of central venous catheter infections found in
both groups. This could mean that the increased number of infections caused by S.
epidermidis is not only due to catheter infection. ASCT patients carrying the variant MBL2
genotype, with MBL deficiency, may develop more S. epidermidis infections. However, the
mechanism for this difference is unclear. A study by Hellemann et al. [27] in critically ill
patients admitted to an intensive care, showed an association between the MBL2 O/O
genotype with an increased incidence of gram-positive infections. However, in two different
studies by Neth et al. [28] and Shang et al. [29], S. epidermidis generally demonstrated low
MBL binding activity, which would contradict the hypothesis that MBL plays an important
role in infections caused by S. epidermidis. One explanation that has been proposed for the
diversity between the different studies may rely on the fact that MBL also functions as a
scavenger molecule in maintaining internal tissue homeostasis. Apparent MBL associations
may be due to disturbances in this scavenger system, rather than a direct antiinfectious effect
[30].

In the current study, no differences were found in the incidence of infections caused by gram-
negative bacteria in patients with wild-type MBL2 genotype versus patients carrying a variant
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MBL2 genotype. This is consistent with the studies by Hellemann [27] and Sutherland [31].
There was only one case of viral infection in each group; in the MBL2 variant group this was
caused by CMV, a potentially very serious disease, while the virus in the MBL2 wild-type
group was a reactivation of varicella zoster, which is more common in hematological
patients.

Granell et al. [18] showed that MBL pathway dysfunction due to genetically determined
deficiencies of MBL influence the outcome of allogenic stem cell transplantation by
increasing susceptibility to fungal invasive infections. In patients with ASCT, Horiuchi et al.
[23] found that 3 of the 16 patients with major infections who had a pulmonary aspergillosis
were homozygous for A, i.e. the normal MBL allele. On the contrary, in our study, 4 patients
with fungal infection carried the MBL2 deficient genotype; 2 had Aspergillus and Mucor
pneumonia (both died as a consequence of their fungal infection); 1 had candidemia; and 1
had disseminated mucocutaneous Candida infection. Several studies have been published
showing that MBL may play a crucial role in the innate immunity against yeast infections by
increasing PMN uptake [32,33].

In our series, the incidence of mortality due to infection was higher in the MBL2 variant form,
and the cause of death in all patients was major infection. These findings are in line with
other groups of immunosuppressed patients who had low-producing MBL2 genotypes
[27,34].

Conclusions

In summary, the results of our study suggest that ASCT patients with the MBL2 variant gene
have increased fungal infections, which would suggest that MBL offers protection against
such infections. It would be reasonable to assess whether early antifungal prophylaxis in our
ASCT patients with the MBL2 variant gene could reduce the incidence of such infections.
Due to the contradictory results of the previous reports, further studies are needed to clarify
whether low-producing MBL2 genotypes could play a role in gram-positive infections,
especially in S. epidermidis infections. ASCT patients with MBL2 variant genotypes are more
likely to die as a result of an infection.
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