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RESUMEN (en espafiol)

El trasplante de progenitores hematopoyéticos (TPH) es un procedimiento en el que células precursoras
hematopoyéticas del propio paciente (trasplante autdlogo) o de un donante (trasplante alogénico) son
administradas a un receptor con progenitores defectuosos con la intencion de repoblar y reemplazar el sistema de
manera parcial o total. El TPH ha conseguido que aumente significativamente la supervivencia de pacientes con
neoplasias, hemoglobinopatias y otros trastornos (Passweg et al., 2016), pero no estd exento de complicaciones,
entre ellas las infecciones, donde los virus juegan un papel importante, El TPH alogénico presenta mayor riesgo de
infecciones. A partir del dia 0, podemos dividir el post-trasplante en 3 periodos: el post-trasplante precoz (0-30 dias),
el intermedio (30-100 dias) y el tardio (hasta el afio postrastlante), con diferentes tasas de infeccidn y etiologia.
(Mackall et al., 2009; Elfeky R et al., 2019; Styczynski J.et al., 2018; Ogonek J. et al.,2016)

El Citomegalovirus (CMV) constituye, sin duda, la infeccién oportunista mas representativa en los alo-TPH. Por
eso, muchos esfuerzos estdn encaminados a prevenir el desarrollo de la enfermedad. La infeccién por el virus
Epstein Barr (VEB) en el alo-TPH puede conducir a una Unica pero grave complicacion postrasplante, el sindrome
linfoproliferativo postrasplante, que una vez establecido, presenta una alta mortalidad. La estrategia de eleccién, al
igual que en el CMV es la terapia anticipada.

Aunque el CMV vy el VEB siguen siendo los principales virus en receptores de un alo-TPH, la importancia clinica
de otros virus puede ser trascendental y su conocimiento puede ser esencial para el correcto manejo y tratamiento
del paciente.

En el Hospital Universitario Central de Asturias desde el afio 2011, se realiza un protocolo de seguimiento
clinico-viroldgico en los TPH, centrado en la infeccién por CMV y VEB, pero en continua revision teniendo en cuenta
los aspectos anteriores.

En el presente trabajo, se analizd la replicaciéon viral, los marcadores y la evolucidn de la infeccién por
Citomegalovirus y virus Epstein Barr en pacientes trasplantados de progenitores hematopoyéticos alogénicos en la
ultima década. Por otro lado se estudio la infeccion y la evolucidn de otros virus latentes de importancia clinica:
Adenovirus, virus BK, virus JC, virus Herpes tipo 6, virus Herpes tipo 7, virus Herpes tipo 8, Parvovirus, virus Herpes
simple tipo 1, virus Herpes simple tipo 2 y virus Varicela Zoster. Se evalud la replicacién de estos virus en un
seguimiento protocolizado. Y por ultimo se examind la incidencia del SARS-CoV-2 durante la pandemia en estos
pacientes.

Este trabajo corrobora que el CMV y el VEB son virus frecuentes y que pueden causar trastornos
importantes en los TPH y por tanto, deben seguir estudidandose dentro de un protocolo clinico-virolégico que podria
prolongarse (de una forma mas o menos continua), mas alla de los cuatro meses de mayor riesgo de infeccién viral.
Caracteristicas del TPH podria sugerir la inclusidon de otros virus latentes y virus como VHH6, VHH7 o Adenovirus




podrian formar parte de ese protocolo. En cualquier caso, siempre estos protocolos son dindmicos y tienen estar
pendientes de los avances que se vayan produciendo en el campo del control y seguimiento de la infeccién viral,
como la aparicidn de nuevos antivirales que se pueden utilizar en tratamiento o como profilaxis.

RESUMEN (en inglés)

Hematopoietic stem cell transplantation (HSCT) is a procedure in which hematopoietic precursor cells from
own patient (autologous transplantation) or from a donor (allogeneic transplantation) are administered to a
recipient with defective progenitors with the intention of partially or completely repopulating and replacing the
system. HSCT has significantly increased the survival of patients with malignancies, hemoglobinopathies and other
disorders (Passweg et al., 2016), but it is not without complications, including infections, where viruses play a
significant role, Allogeneic HSCT presents a higher risk of infections. From day 0, we can divide the post-transplant
into 3 periods: early post-transplant (0-30 days), intermediate (30-100 days) and late (up to one year post-
transplant), with different infection rates and etiology (Mackall et al., 2009; Elfeky R et al., 2019; Styczynski J.et al.,
2018; Ogonek J. et al.,2016).

Cytomegalovirus (CMV) is undoubtedly the most representative opportunistic infection in allo-HSCT.
Therefore, many efforts are aimed at preventing the development of the disease. Epstein Barr virus (EBV) infection
in allo-HSCT can lead to a single but serious post-transplant complication, post-transplant lymphoproliferative
syndrome, which, once established, has a high mortality. The strategy of choice, as in CMV, is preemptive therapy.

Although CMV and EBV continue to be the main viruses in allo-HSCT recipients, the clinical
importance of other viruses may be transcendental, and their knowledge may be essential for the correct
management and treatment of the patient.

At the Hospital Universitario Central de Asturias, since 2011, a clinical-virological follow-up protocol has
been carried out in HSCT, focused on CMV and EBV infection, but under continuous review taking into account the
above aspects.

In the present work, viral replication, markers and evolution of Cytomegalovirus and Epstein Barr virus
infection in allogeneic hematopoietic progenitor transplanted patients in the last decade were analyzed. On the
other hand, the infection and evolution of other latent viruses of clinical importance were studied: Adenovirus, BK
virus, JC virus, Herpes virus type 6, Herpes virus type 7, Herpes virus type 8, Parvovirus, Herpes simplex virus type 1,
Herpes simplex virus type 2 and Varicella Zoster virus. The replication of these viruses was evaluated in a
protocolized follow-up. Finally, the incidence of SARS-Cov-2 during the pandemic in these patients was examined.

This work corroborates that CMV and EBV are common viruses and that they can cause significant
disorders in HSCTs and therefore should continue to be studied within a clinical-virological protocol that could be
extended (in a more or less continuous manner), beyond of the four months with the highest risk of viral infection.
Characteristics of the HPT could suggest the inclusion of other latent viruses and viruses such as VHH6, VHH7 or
Adenovirus could be part of this protocol. In any case, these protocols are always dynamic and have to be aware of
the advances that are taking place in the field. Control and monitoring of viral infection, such as the appearance of
new antivirals that can be used in treatment or as prophylaxis.
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de trasplante.

Figura 35. a) dias post-TPH de la 12 muestra positiva y b) carga viral en log /ml sc, de otros virus
buscados en los TPH de forma protocolizada.

Figura 36. Distribucién de viremias en funcidn de la presencia (EICR+) o no (EICR-) de la EICR.
carga viral en log /ml sc, de otros virus buscados en los TPH de forma protocolizada.
Figura 37.Carga viral en log /ml sc, de otros virus buscados en los TPH de forma protocolizada.

Figura 38. Tasa de deteccidn de VEB y otros virus en seguimiento protocolizado en presencia de
replicacion de CMV.

Figura 39. Dias post-TPH y carga viral (medida en log /ml sc) en presencia de replicacién de CMV.

Figura 40. Rendimiento de las muestras de dilucidn ensayadas.
Figura 41. Presencia de episodios segun los grupos de pacientes establecidos.
Figura 42. Incidencia de SARS-CoV-2 segun la edad.

Figura 43. Estacionalidad del SARS-CoV-2 en las tres temporadas de pandemia.
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1.1. TRASPLANTE DE PROGENITORES HEMATOPOYETICOS

El trasplante de progenitores hematopoyéticos (TPH) es un procedimiento en el que
células precursoras hematopoyéticas de cualquier origen son administradas a un paciente
receptor con progenitores defectuosos con la intencidn de repoblar y reemplazar el sistema de
manera parcial o total. El TPH ha conseguido que aumente significativamente la supervivencia
de pacientes con neoplasias, hemoglobinopatias y otros trastornos (Passweg et al., 2016).

En el siglo XIX se realizaron los primeros intentos de administrar médula ésea para el
tratamiento de diversas enfermedades hematoldgicas como la aplasia medular o las
leucemias. Posteriormente en los afios 60 se realizaron con éxito los primeros trasplantes de
progenitores hematopoyéticos (Thomas Ed et al., 1957). Fue en 1977 cuando se publicé un
trabajo sobre una serie de pacientes con leucemia aguda avanzada, que recibieron un
trasplante alogénico de un hermano HLA (sistema del antigeno leucocitario humano) idéntico,
con resultados esperanzadores (Thomas et al., 1977). Posteriormente en 1989 se realizo el
primer trasplante de fuentes de progenitores hematopoyéticos diferentes a la médula dsea,
como la sangre periférica (Kessinger A et al.,1989) y el cordén umbilical (Gluckman et al.,1989).
A partir de este momento comenzd la expansion del trasplante hematopoyético como técnica
en continuo desarrollo integrada en el plan terapéutico de muchas enfermedades
hematoldgicas.

Con la aparicion de nuevas fuentes de progenitores hematopoyéticos (médula dsea,
sangre periférica y sangre de corddén umbilical) sumado al descubrimiento del sistema HLA
(Dausset et al.,1999) se crearon registros de donantes y bancos de cordén umbilical
coordinados entre ellos a nivel internacional, con el fin de que los pacientes candidatos a
trasplante sin donante emparentado puedan acceder a una donacidn no emparentada gracias a
la creacidn de organismos internacionales y nacionales como “European Society for Blood and
Marrow Transplantation” (EBMT), “Center for International Blood and Marrow Transplant
Research” (CIBMTR), “Bone Marrow Worldwide file” (BMDW) y sus grupos cooperativos de
trabajo. El registro oficial en Espafia es el Registro de Donantes de Médula Osea (REDMO).
Creado en 1991, REDMO cuenta con mas de 200.000 donantes voluntarios, procedentes de
todas las comunidades auténomas, y mas 60.000 unidades de sangre de corddn almacenadas
en los siete bancos de sangre de corddn publicos y los dos bancos privados establecidos en
nuestro pais. Ademds, REDMO tiene acceso a los datos de mas de 27 millones de donantes
voluntarios existentes en 75 registros de donantes repartidos en 53 paises de todo el mundo, y

a las 680.000 unidades de sangre de corddn existentes en 53 bancos de corddn de 36 paises.
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El trasplante de progenitores hematopoyéticos en Espaiia y Asturias

Entre el afio 2011 y el 2022, se realizaron en Espafia 38.391 trasplantes de
progenitores hematopoyéticos, obtenidos de médula dsea, sangre periférica y sangre de
cordén umbilical. La Figura 1 muestra la evolucion de los trasplantes de Progenitores
Hematopoyéticos por tipos en Espafa y en Aturias entre el 2011 y el 2022 (datos obtenidos de

la Memoria anual de la ONT 2022).

La actividad del Hospital Universitario Central de Asturias refleja , segun los datos de la
ONT, que en ese periodo se realizaron 1.048 trasplantes, de los que 386 (36,8%) fueron
trasplantes de progenitores hematopoyéticos alogénicos, 198 (18,9%) alogénicos no
emparentados (DNE) y 188(17,9%) emparentados (DE) (Tabla 1). Incluso en los afios marcados
por el impacto de la COVID-19, el mantener la actividad de TPH ha sido una muestra mas de la

fortaleza del Programa Nacional de Donacidn y Trasplante.

Tabla 1. Trasplantes de Progenitores Hematopoyéticos. Asturias 2011-2021 .

2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021 2022

AUTOLOGO 49 46 41 41 41 2 35 40 s6 55 42 s6
ALOGENICO-DE 14 2 32 13 11 12 12 10 15 18 17 13
ALOGENICO-DNE 33 28 13 13 9 8 19 17 14 12 18 14
TOTAL ASTURIAS 9% 104 116 75 85 79 79 83 8 85 77 83
TOTAL ESPANA 2672 2709 2945 3013 3068 3216 3321 3378 3444 3375 3620 3630
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Figura 1. Trasplantes de Progenitores Hematopoyéticos por tipos: Espafia (a) - Asturias (b) entre 2011y

2021 (Adaptado de ONT).
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Tipos de trasplante de progenitores hematopoyéticos

El TPH se puede definir segin la procedencia de los progenitores hematopoyéticos, el
tipo de donante o el acondicionamiento que se emplee, y la identidad del HLA. Los
progenitores hematopoyéticos (PH) pueden ser del propio paciente (trasplante autélogo) o de
un donante (trasplante alogénico). El donante ideal para la practica de un TPH es un hermano
HLA genotipicamente idéntico al paciente, estableciéndose dicha identidad mediante

determinacion de los haplotipos HLA familiares (Dehn et al., 2019).

TPH segun la procedencia de progenitores hematopoyéticos

El TPH se puede definir segin la procedencia de las células progenitoras que se
emplee y elegir una u otra fuente depende de la enfermedad de base y de la disponibilidad del
donante:

e Meédula ésea (TMO): originariamente era la Unica fuente de progenitores hematopoyéticos.
Estos PH se obtienen mediante multiples punciones en ambas crestas iliacas posteriores,
normalmente bajo anestesia general. Es un procedimiento seguro y en ocasiones la Unica
forma viable para obtener células progenitoras.

e Sangre periférica (TPHSP): Es la fuente de PH mas utilizada en la actualidad y supone mas
del 90% de las fuentes utilizadas para TPH. La movilizacidn de los PH a la sangre periférica
de un donante sano (Alo-TPH) se realiza con factores de crecimiento hematopoyético (G-
CSF) y cuando se han movilizado se procede a su recoleccién mediante aféresis. En el caso
del trasplante autélogo es el propio paciente el que recibe el G-CSF y actia como
"donante".

e Corddn umbilical (TSCU): contiene de forma natural una gran cantidad de PH que pueden
ser utilizadas para trasplante. Se utilizaba cuando no era posible ninguna de las otras
opciones.

TPH segtn el tipo de donante

Hay diferentes tipos de donantes, siendo el donante hermano HLA compatible el de
menor mortalidad asociada y por ello, el de mejores resultados:
e Donante emparentado (DE): el donante es un familiar de primer grado HLA idéntico
(generalmente un hermano).
e Donante no emparentado (DNE):el donante no tiene ninguna relacion genética con el
paciente y procede de los registros de donantes internacionales o de los bancos de cordén

umbilical.
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e Donante haploidéntico (Haplo): el donante familiar (padres o hermanos) comparte un
haplotipo definido por baja, intermedia o alta resolucion.
e Donante autdlogo: los progenitores hematopoyéticos a infundir pueden ser obtenidos de

médula ésea (MO) o sangre periférica (SP) procedentes del mismo paciente

TPH segtin el acondicionamiento

Dependiendo de la enfermedad hematoldgica, previamente a la infusién de los PH, el
paciente realiza un tratamiento de preparacion, que se denomina “acondicionamiento”, en el
que se utiliza quimioterapia que puede combinarse con radioterapia. Segun el tipo de
acondicionamiento, el trasplante se clasifica en:

e Mieloablativo: aquellos que no permiten la recuperacion hematoldgica autdloga tras 4
semanas después de haber recibido el acondicionamiento

e Intensidad reducida: la aplasia medular no es tan profunda ni duradera y la toxicidad
asociada a la misma es menor

e No mieloablativo: no hay un efecto sobre la hemoperiferia del paciente y el éxito del
trasplante depende de manera casi exclusiva del efecto de los linfocitos T del donante
sobre la enfermedad hematoldgica.

TPH segun la identidad HLA

El sistema del antigeno leucocitario humano (HLA) es un componente importante del
sistema inmunitario que engloba glicoproteinas de membrana y los genes que codifican para
ellas (Klein et al., 2000), sus funciones son la presentacion de antigenos y provocar respuesta
alogénica. Existen dos tipos de moléculas de HLA, las de clase | (formadas por los antigenos
HLA-A, HLA-B y HLA-C) y las de clase Il (que incluyen los antigenos HLA-DR, HLA-DQ y HLA-DP),
Todo individuo hereda la mitad de estos antigenos de su padre y la otra mitad de su madre.
Basdndose en la identidad del HLA el TPH puede ser: Trasplante HLA idéntico, Trasplante HLA
no idéntico (Coo et al., 2007). El grado de compatibilidad HLA entre donante y receptor tiene
una relacién directa con los resultados de TPH y va a afectar al riesgo de fallo de injerto, de
EICR, de mortalidad relacionada con el trasplante y por tanto en las posibilidades de
supervivencia

Periodos del trasplante de progenitores hematopoyéticos

En el trasplante de progenitores se realiza en varias etapas. En primer lugar, existe una
fase de acondicionamiento del receptor, que consiste en la administracion de quimioterapia
y/o radioterapia a dosis suficientes para suprimir la MO y el sistema inmunoldgico del
receptor, de forma que se permita el implante de un sistema hematopoyético nuevo (que dura

unos 6-10 dias). Al dia siguiente del final del acondicionamiento se produce la extraccién de los
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progenitores hematopoyéticos al donante. A las 24-72 horas de finalizar el régimen de

acondicionamiento, se infunden los progenitores hematopoyéticos por via intravenosa (lo que

se considera dia 0). En el periodo post-infusion el paciente se encuentra aplasico y a partir del

dia 10-14 post-infusion, aparecen los primeros leucocitos, reticulocitos y plaquetas del

paciente y tiene lugar una recuperacién hematoldgica e inmunitaria. La reconstitucion

hematoldgica puede ser total con la del donante (quimera completa) o parcial (quimera mixta).

A partir del dia del TPH (dia 0), en funcién de los factores de riesgo de adquirir infecciones y

de la recuperacién inmunitaria, podemos dividir el post-trasplante en 3 periodos (Elfeky R et

al., 2019; Mackall et al., 2009; Ogonek J. et al.,2016; Styczynski J.et al., 2018) (Figura 2):

Post-trasplante precoz, (dias 0 a 30): es el periodo de aplasia secundaria a la
quimioterapia y/o la radioterapia recibida en el acondicionamiento. La duracion de esta
fase de riesgo es variable en funcion de factores como la intensidad del
acondicionamiento o la fuente de progenitores. En este momento, las infecciones se ven
facilitadas por la intensa neutropenia, la inmunosupresién y la lesién del tracto digestivo,
con un claro predominio de las infecciones de origen enddgeno. Los gérmenes mas
frecuentes son las bacterias (gram positivas y gram negativas), hongos (Candida sp vy
Aspergillus sp) y virus (sobre todo virus herpes simple VHS). Es por ello que, durante este
periodo se realiza profilaxis especifica dirigida a prevenir las infecciones mas prevalentes.
Post-trasplante intermedio (entre los dias 30-100): el paciente suele haber superado la
fase de neutropenia, sin embargo persiste una profunda disfuncién de su inmunidad
adquirida, tanto humoral como celular. Es el periodo que se caracteriza por la presencia
de linfopenia severa. Es en esta fase cuando suele aparecer la EICR aguda, que precisa de
tratamiento corticoideo, lo que determina un deterioro mas marcado de |la
inmunodeficiencia. Las infecciones que cobran protagonismo en este momento son
fundamentalmente virales, debido a la deficiencia o ausencia de las células que reconocen
y eliminan los antigenos virales, destacando por su frecuencia el Citomegalovirus (CMV),
cistitis hemorragica por Adenovirus o poliomavirus BK. También aparecen
microorganismos como Pneumocystis jirovecii, Toxoplasma gondii u hongos como el
Aspergillus spp. La introduccién de estrategias de monitorizacion rutinaria de la carga viral
en sangre total o plasma que permiten la instauraciéon de tratamiento precoz o pre-
emptive ha contribuido en gran medida a la reduccién de la morbi-mortalidad asociada a
infecciones por CMV o virus de Epstein Barr (VEB) (Ullmann et al, 2016).

Post-trasplante tardio (este periodo comprende desde los 3 meses hasta practicamente
un afio post-TPH): lo habitual es que el paso del tiempo se asocie a un menor riesgo de

infeccion, sin embargo es importante destacar que en esta fase mas tardia se observa una
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gran variabilidad inter individual dependiendo de diversos factores, entre los que destaca
el desarrollo de EICR y su tratamiento. Se puede dividir en dos periodos:

a) desde los 3-6 meses post-TPH cuando tiene lugar la reconstitucion de los linfocitos T

de una manera mds completa y funcional. La reconstitucién inmunitaria de las células T
en el postrasplante es un factor importante que estd relacionado con el riesgo de
contraer infecciones (Crocchiolo et al., 2015), estas suelen ser secundarias a bacterias
encapsuladas (Streptococcus pneumoniae, Haemophilus influenzae), Aspergillus,
Pneumocystis jiroveci y virus varicela-zéster (VVZ), la mayoria de ellos asociados al uso
de tratamientos prolongados con corticoides .

b) a partir de los 6 meses pot-TPH es cuando se inicia la reconstitucién de los linfocitos B.
Este proceso de generacién y maduracién de linfocitos B es lento y puede prolongarse
desde los 2 hasta los 5 afos post-TPH.

La Figura 2 muestra los factores de riesgo post-TPH.

Fase [: pre-injerto Fase II: post-injerto ‘ ‘ Fase III: tardia
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Figura 2. Infecciones oportunistas en el trasplante de progenitores hematopoyéticos segun los
periodos post trasplante correspondientes al estado de reconstitucion inmune (Adaptado de
Fita A., 2018).

En el post-TPH, la enfermedad viral puede ser una infeccidon letal. Para prevenir
infecciones virales manifiestas, en el caso de algunos virus existen dos estrategias principales
que incluyen la terapia preventiva y la profilaxis. Para la terapia preventiva se realiza una
monitorizaciéon por PCR a tiempo real para buscar replicacién viral y cuantificar la carga viral,

gue nos servira para realizar un seguimiento de la misma. Tras la deteccién y cuantificacién de

23



la replicacion viral se administra la terapia antiviral de forma preventiva para prevenir la
progresion a enfermedad (Green et al., 2012). En el caso de que se opte por la profilaxis, se
administran medicamentos antivirales a todos los pacientes en riesgo de enfermedades
virales.

Las estrategias a seguir en el alo-TPH por lo general dependen del virus y los

principales virus responsables y sus manifestaciones clinicas se desarrollan a continuacion.

1.2. INFECCION POR CITOMEGALOVIRUS

El citomegalovirus humano (CMV) pertenece a la familia Herpesviridae y a la subfamilia
Betaherpesviridae. Su estructura con un didmetro entre 150-200 nm, consta de tres regiones
principales (Figura 3): una nucleocapside icosaédrica de 125 nm que recubre el genoma viral,
formado por ADN lineal de doble cadena, un tegumento proteico o matriz que rodea a la
nucleocapside y que consta, al menos de 27 proteinas codificadas por el virus y una bicapa
lipidica externa que engloba tanto a la nucleocadpside como al tegumento proteico, que tiene

unas 20 glicoproteinas codificadas por el virus (Gibson et al., 2008).

Bicapa lipidica
Nucleocapsida
Tegumento

» gB
ADN viral
gH

Figura 3. Estructura del CMV humano y representacién de un mapa 3D de resolucién 18 A de la porcién
icosaédrica de la particula del CMV. (Adaptado de Gandhi MK et al., 2004).

Su genoma contiene una region larga (UL, del inglés unique long) y otra region corta
(US, del inglés unique short), cada secuencia realiza una repeticién directa terminal (TR),
existiendo una copia inversa de dicha secuencia en medio del genoma (IR). Todas estas
regiones contienen, casi por completo, todos genes de CMV (Sanbonmatsu,et al., 2014).

Una vez el virus ha entrado en la célula por fusién de membranas, se liberan las
proteinas del tegumento y la nucleocdpside, que se dirigird hacia el nucleo donde liberara el

ADN viral (Figura 4).
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Figura 4. Esquema del genoma de citomegalovirus (CMV) y cascada de expresion gendmica. IRL:
“internal repeat-long”; IRS: “internal repeat-short”; p: proteinas; pp: fosfoproteinas; TRL: “terminal
repeat-long”; TRS: “terminal repeat-short”; UL: “unique long”; US: “unique short”. (Adaptado de
Sabonmatsu et al., 2014).

La expresidon de los diferentes genes de CMV se produce en un proceso en cascada
formado por tres fases distintas. En la primera fase se expresan los genes a, que codifican las
proteinas a o IE (inmediate early) responsables de regular la expresién gendmica de los genes
virales B o “early” . En la segunda fase se produce la expresion de los genes B, que codifican las
proteinas B “early” y la tercera fase, estd regulada por las proteinas “early” que codifican
proteinas estructurales como las fosfoproteinas del tegumento (pp), entre las que destaca la
pp65, principal diana para la produccidn de anticuerpos monoclonales usados en las pruebas
diagndsticas de antigenemia. Desde este estado de latencia, CMV puede reactivarse originando
una nueva fase replicativa, esa reactivacién ocurre en situaciones de inmunodepresion,

inflamacion o estrés.

1.2.1 Epidemiologia y patogenicidad del CMV. Aspectos clinicos en el alo-TPH

El CMV es un virus con una prevalencia a nivel mundial que puede variar del 30% al
70% para el CMV (Auger et al., 2014; Ljungman et al., 2019; Styczynski et al., 2016; Teira et al.,
2016).

La adquisicion de CMV esta relacionada con el contacto directo con personas infectadas
gue excretan el virus en su saliva, orina, semen, secreciones genitales durante el parto, leche
materna, o incluso, via sanguinea a través de transfusiones de sangre o trasplantes
(Sanbonmatsu et al., 2014). Inicialmente tras el contacto, el virus se replica en las células
epiteliales de las mucosas (tracto urinario, respiratorio o gastrointestinal) o via sanguinea
(transfusién o trasplante) (Sinzger et al., 1995). Posteriormente, mediante la infeccién de

células endoteliales y de diferentes tipos de leucocitos (monocitos, linfocitos y neutrdfilos), el
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CMV se disemina via sanguinea a diferentes érganos entre los que se incluyen rifién, higado,
bazo, retina, eséfago, pulmones y colon, asi como, las glandulas salivares (Sweet C. et al.,
1999).

En individuos inmunocompetentes, la infeccién primaria suele ser asintomatica, leve o
producir un sindrome mononucledsico sindrome mononucleédsico, similar al provocado por el
virus Epstein-Barr (VEB), con fiebre, mialgia, linfoadenopatia y hepatomegalia (Crough T. et al.,
2009). Tras la infeccidn primaria, el virus establece una infeccidon latente en progenitores
mieloides (células CD34+) y posiblemente también en otros érganos y tejidos. Tras esta primera
infeccion, CMV entra en una fase de latencia (en progenitores mieloides no diferenciados y
células endoteliales principalmente) desde la que puede producir infecciones recurrentes ante
algunos estimulos, especialmente en condiciones de inmunosupresion como es el caso de
pacientes trasplantados.

Los pacientes seropositivos pueden sufrir nuevas infecciones por CMV con cepas

distintas (reinfeccién) o reactivaciones del virus desde su estado de latencia (infeccion
recurrente), fomentadas por diversas circunstancias como estados de inmunosupresion,
inflamacidn, infeccién o incluso estrés (Halenius A. et al., 2014).
Debido al amplio tropismo celular que caracteriza al CMV, el nUmero de patologias asociadas a
la infeccion por este virus es muy diversa. El control de la replicacidn viral, tanto en la infeccién
primaria como en el estado de latencia, se va a producir por una combinacién de inmunidad
innata, humoral y celular. Tanto la inmunidad humoral como la inmunidad celular y las células
natural killer estan implicadas en el control de la infecciéon. Mientras que la primera parece
prevenir la progresién a enfermedad por citomegalovirus (ECMV), ya que reduce el grado de
replicacién viral, la mayor gravedad parece relacionarse mas con afectaciéon severa en la
inmunidad celular (Méndez JC et al., 1999). La inmunidad celular induce la formacion de
anticuerpos especificos IgM, IgA e I1gG, que aparecen casi a la vez que la excrecién del virus por
saliva y orina. Los anticuerpos tipo IgM pueden persistir durante 2-8 meses, salvo en pacientes
inmunodeprimidos donde la produccién de IgM puede no darse a valores detectables, los IgA
pueden ser detectables hasta 1 afio después y los IgG de por vida. Esta inmunidad celular, es
crucial en el control de la infeccién por CMV. Las principales dianas de los linfocitos T CD8+ y
CD4+ son las proteinas virales pp65 (pUL83) y la proteina IE1.

La adecuada respuesta inmune celular especifica se ha asociado con un curso clinico
favorable en TPH. En trasplantados esta fraccion de linfocitos esta practicamente ausente hasta
el sexto mes post-TPH, dependiendo de la dosis y el tipo de inmunosupresores empleados. Una
carga viral elevada se ha relacionado con un mayor riesgo de ECMV en los TPH (Boeckh et al.,

2003; Tan SK. Et al., 2015) y aunque la infeccidn primaria es factor de riesgo para el desarrollo
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de ECMV en el embarazo, no es asi para el TPH (Griffiths PD et al., 2009; Green ML. ET AL,
2013). La evolucidn de la carga viral a lo largo del tiempo podria ser importante para predecir
el desarrollo de la enfermedad (Egli A. et al., 2012).

La evaluacion del estado seroldgico frente a CMV del donante y del receptor antes del
trasplante se ha utilizado convenientemente como un marcador subrogado de infeccion latente
(y por tanto de riesgo posterior de transmision del donante) y de competencia inmune o
capacidad de controlar la infeccién. La combinacién del estado seroldgico del donante y del
receptor en el pretrasplante se utiliza para definir distintas categorias de riesgo de enfermedad
por CMV postrasplante

El estado seroldgico de donante y receptor es el principal factor de riesgo de infeccién
por CMV en el trasplante alogénico. Especialmente cuando el receptor es positivo y es comun a
todos los tipos de trasplante alogénico, bien sea de donante familiar o de donante no
emparentado, idéntico o no idéntico, incluido los TPH haploidénticos (Cho B. et al., 2013
Cesaro S. et al.,, 2018; McCurdy S, et al., 2018)

De esta manera y basdandose en estado serolégico del CMV en el pre-TPH, se
estratifican a los pacientes en diferentes grupos de riesgo (George B. et al., 2018):

e Alto riesgo (D-/R+ o D+/R+): donde el receptor es CMV positivo. En este escenario,
existe la posibilidad de la reactivacién y no hay memoria inmunoldgica frente al virus.
En estos casos la incidencia de infeccion por CMV se ha descrito que puede ser superior
al 80%, especialmente en los acondicionamientos mieloablativos.

e Riesgo Intermedio ( D+/R-): Donde el receptor es CMV negativo. La inmunidad del
donante presente, aunque deficitaria en el post-TPH, tiene linfocitos memoria CMV
especificos. La incidencia de infeccién por CMV en esta poblacién es en torno al 50%.

e Bajo riesgo (D-/R-): en esta situacion la incidencia de infeccién por CMV se ha descrito
entre 0%y 20% (Morayta E. et al., 2018).

La infeccion por CMV es una complicacidon importante en el TPH, causa frecuente de
morbilidad y mortalidad. Esta, suele ocurrir por la reactivacién del virus del propio receptor y
tiene un gran impacto en la morbilidad y la mortalidad en pacientes trasplantados, ademas, la
ECMV contribuye enormemente al mayor uso de recursos diagndsticos y terapéuticos y al
costo general del trasplante (Smedbraten YV et al.,, 2014). Las manifestaciones clinicas mas
frecuentes son la neumonitis, seguida de la enfermedad gastrointestinal pero también se han
descrito casos de hepatitis, encefalitis, retinitis y desarrollo de enfermedad sistémica (Griffiths
PD et al., 2009).

Los avances tanto en los tratamientos antivirales, con la introduccién del tratamiento

anticipado o pre-emtive como en las técnicas utilizadas para la deteccidn gendmica del virus,
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han disminuido la incidencia de enfermedad por CMV en los primeros 100 dias post-TPH desde
el 35% hasta el 5% y al 11% durante el primer afo post-TPH (Tan S. et al., 2015; Camargo J. et
al., 2018). Al disminuir la incidencia también lo ha hecho la mortalidad, situandose alrededor
del 2% (Ljungman P. et al., 2011).

En los ultimos afios, se ha observado un aumento de infeccion tardia por CMV, la que
ocurre a partir de los 100 dias del TPH (4-6 meses post-TPH), aunque no es bien conocida, se
situa entre el 4% - 15% (Boeckh M. et al., 2009). Diversos estudios han descrito que tanto la
profilaxis antiviral como el desarrollo de la EICR, pueden retrasar la reconstitucién inmune
CMV-especifica post-TPH (Sellar RS. Et al., 2015). Esta disminucidn de la reconstitucidon inmune,
al ser retirada la profilaxis, contribuye a un aumento en la incidencia de infeccién y de la
enfermedad por CMV tardia, asi como de la mortalidad relacionada con la enfermedad por
CMV. Es muy importante realizar el diagndstico de la infeccidn tardia, ya que parece que el
desarrollo de la enfermedad tardia tiene la misma mortalidad que en la forma precoz (Moins-
Teisserenc H. et al., 2008; Corre E. et al., 2010).

Si bien la mortalidad asociada al CMV es baja (2%), la morbilidad derivada de la
infeccién por CMV, asi como de su tratamiento es elevada y muy dificil de cuantificar, y dificulta
el manejo del paciente y asocia efectos directos e indirectos que pueden contribuir a la
mortalidad relacionada con el procedimiento y a disminuir la supervivencia global del paciente

tras el TPH (Sellar RS. Et al., 2015).

1.2.2 Diagnostico de la infeccion por CMV, estrategias de prevencion y caracteristicas de las
viremias en el TPH

La aparicion de CMV en sangre periférica (viremia) precede, normalmente, a la
sintomatologia clinica de la ECMV.

Las técnicas diagnodsticas disponibles para la determinaciéon de la infeccion son el
cultivo celular, la antigenemia y las técnicas de deteccidn o cuantificacién de acidos nucleicos.
Por otra parte, la técnica utilizada para diagnosticar la enfermedad por CMV es la
histopatologia. La serologia puede servir para diagnéstico de infeccién primaria sintomatica
(mononucleosis, hepatitis) y determinacion del estatus serolégico de donantes y receptores.
Las muestras clinicas habituales para el estudio de CMV son: suero para deteccién de
anticuerpos, sangre completa para estudio de la inmunidad celular y para técnicas de deteccidn
directa, y orina, saliva, sangre completa, plasma, suero, lavado bronco alveolar, liquido
cefalorraquideo y tejido.

Desde la ultima década, la mayoria de centros utilizan métodos de deteccion de ADN

viral mediante PCR cuantitativa a tiempo real (Sanbonmatsu S. et al., 2014) por su alta
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sensibilidad y especificidad, ya que actualmente hay métodos moleculares completamente
automatizados para determinacion de carga viral de CMV. La experiencia y observacion clinica
junto con un adecuado algoritmo de seguimiento acordado entre virdlogos y clinicos han
permitido, en muchos hospitales, establecer puntos de corte de la viremia medida en
copias/ml de sangre completa para la instauracion de terapia antiviral anticipada. El uso
combinado de la monitorizacién virolégica e inmunoldgica de la infeccion activa por CMV nos
permite optimizar e individualizar los tratamientos en los pacientes receptores de un alo-TPH.

Aunque, como hemos sefalado, la mayoria de los centros de TPH han adoptado una
estrategia preventiva contra el CMV, que ha reducido la incidencia de la enfermedad temprana
por CMV por debajo del 5% , no hay consenso sobre la frecuencia de la monitorizacion del CMV
o las cargas virales a partir de las cuales debe iniciarse la terapia preventiva (Green M. Et al.,
2016; Tan S. et al., 2015). En el Hospital Universitario Central de Asturias (HUCA), de forma
general, el tratamiento anticipado o pre-emptive es la principal estrategia utilizada para
prevenir la enfermedad organica por CMV. La monitorizacién es bisemanal durante el ingreso y
tras este periodo, en las visitas de control rutinario ya que, la monitorizacidn viroldgica se
recomienda hasta que se produzca la reconstitucidon inmunitaria post-TPH (Boeckh M. et al.,
2009).

En el paciente trasplantado existe correlacidn entre la cantidad de virus en la sangre
cuando éste replica y la probabilidad de desarrollar enfermedad por el virus. La viremia por
CMV, ya sea inicial (primer episodio) o recurrente, se puede presentar de varias maneras:

e Viremia continua: si se observa la presencia de ADN de CMV en muestras consecutivas
monitorizadas.

e Viremias puntuales: se definen por la presencia de ADN del CMV en una sola muestra,
seguida de una muestra de PCR indetectable, generalmente extraida con varios dias de
diferencia.

e Viremias esporddicas o intermitentes (blips virales): la replicacidn transitoria de bajo nivel
esta bien descrita en el entorno del virus de inmunodeficiencia humana. Sin embargo, la
epidemiologia de tales blips en los receptores de trasplante para citomegalovirus sigue
siendo incierta y no se habia descrito hasta hace unos afios, la presencia de detecciones
aisladas de CMV. Diversos autores han demostrado que los blips de CMV son
relativamente frecuentes en el seguimiento de receptores de TPH y sugieren que las
caracteristicas de los blips de CMV pueden ser marcadores importantes de una infeccidn
posterior, ya que en ocasiones, estos preceden a viremias prolongadas por CMV (Huntley D.
et al., 2020; Isabelle P. et al., 2018; Lodding I. et al.,2018; Solano C. et al., 2017). Ademas,

se ha documentado que los episodios aislados de viremia se producen con frecuencia
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variable en el contexto del alo-TPH, especialmente en receptores de donantes con

seropositivos para CMV (Lodding I. et al.,2018).

1.3 INFECCION POR VIRUS DE EPSTEIN-BARR

El virus Epstein-Barr (VEB) es un virus de la familia Herpesviridae y de la subfamilia
Gammaherpesviridae. Ademas, es uno del virus ampliamente diseminado en la poblacién
mundial, la incidencia varia desde 0,1% hasta el 72,0% (Styczynski et al., 2016) y establece
infecciones latentes y de largo plazo , la reactivacion del virus de Epstein-Barr (VEB) también es
frecuente en el Post-TPH y puede causar complicaciones graves, como el trastorno
linfoproliferativo postrasplante (Diop et al., 2012).

Ha sido clasificado en dos subtipos principales denominados tipo 1 y tipo 2
(originalmente A y B), basdndose en polimorfismos alélicos observados en un grupo de genes
latentes. Estos dos subtipos se diferencian en los “genes Epstein-Barr virus nuclear antigen”
(EBNA)-2, EBNA-LP y EBNA3. Este virus tiene entre 122 a 180 nm de didmetro y estd compuesto
de ADN de doble cadena lineal de cerca de 172.000 pares de bases, encerrado por una
nucleocapside, la cual estd rodeada por un tegumento de proteinas que, a su vez estd rodeado
por su envoltura externa, con abundantes glicoproteinas, que son las responsables de la
interaccién con receptores celulares especificos que determinan el tropismo celular de la

particula viral. El genoma viral contiene alrededor de 85 genes (Figura 5).
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Figura 5. A, B: Morfologia y estructura gendmica del Virus de Epstein-Barr (Adaptado de Ok C.
et al., 2013). C: Conformacién fisica de VEB, conteniendo su envoltura, nucleocapside y

tegumento viral, al igual que ADN de doble hebra lineal. (Adaptado de Amon W. et al.,2005)
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Al igual que otros miembros de la familia herpes, el VEB se caracteriza por presentar
dos fases de infeccién. Por una parte una fase de latencia, en la que es capaz de perpetuarse en
el interior de linfocitos B, linfocitos T, células epiteliales y miocitos y por otra, una fase litica,

gue se caracteriza por replicacidn y transmision viral (Thorley-Lawson D. et al., 2004)
1.3.1 Epidemiologia, patogenicidad del VEB y aspectos clinicos en el TPH

La infeccion por VEB es transmitida horizontalmente mediante secreciones
nasofaringeas. La infeccién primaria en nifios es acompafiada por pocas o ninguna
manifestacion sistémica, pero esto resulta en produccién a lo largo de la vida de anticuerpos
especificos contra el virus e inmunidad permanente a la reinfeccion. En contraste, el 50% de
aquellos sujetos que experimentan infecciéon primaria en la temprana adultez, desarrollan
mononucleosis infecciosa (Depper J. et al., 1981). El VEB puede infectar diferentes tipos de
células, especialmente linfocitos B y células epiteliales (Wu L. et al., 2007).

Mientras que la mayoria de las infecciones por VEB de lactantes y niflos son
asintomaticas o presentan sintomas inespecificos, las infecciones de adolescentes y adultos dan
lugar con frecuencia a mononucleosis infecciosa (Cohen J. et al., 2000).

Mas del 50% de los pacientes con mononucleosis infecciosa manifiestan la triada de
fiebre, linfadenopatia y faringitis; por otra parte la esplenomegalia, las petequias palatinas y la
hepatomegalia estan presentes en mas del 10% de los pacientes. Otras complicaciones menos
frecuentes son anemia hemolitica, trombocitopenia, anemia apldsica, miocarditis, hepatitis,
Ulceras genitales, rotura esplénica, erupcidon cutdnea y complicaciones neurolégicas como
sindrome de Guillain-Barré, encefalitis y meningitis.

Las infecciones por virus Epstein-Barr (VEB) son una causa muy significativa de morbi-
mortalidad en pacientes sometidos a un trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos
debido al uso de tratamientos inmunomielosupresores y por el periodo prolongado de
inmunodeficiencia al que es sometido el receptor (Vallejo M. et al., 2018).

El VEB latente en los linfocitos B se reactiva durante los periodos de inmunodepresion,
los linfocitos T citotéxicos especificos contra el VEB no son capaces de controlar al virus,
produciéndose una proliferaciéon linfoide B policlonal y con menos frecuencia monoclonal. Los
linfocitos afectados pueden ser tanto del donante como del receptor.

La reactivacién del VEB puede conducir a una Unica pero muy grave complicacion post-
TPH, el sindrome linfoproliferativo post-trasplante (SLPT-VEB post-TPH). Su incidencia es
aproximadamente del del 4%, y se observa en el trasplante alogénico, siendo muy raro en el
autdlogo. Se presenta con una gran variedad de sintomas y signos que pueden ir desde un

sindrome mononucledsico hasta el desarrollo de pancitopenia que puede progresar
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rapidamente a linfoma, con una alta mortalidad asociada. Son factores de riesgo para su
aparicion la deplecién linfoide T, el uso de ATG o anticuerpos anti-CD3 y la disparidad HLA
(Uhlin M. et al., 2014). La mayor parte de los casos se desarrollan alrededor del dia 70 post-
TPH, aunque se observa en ocasiones formas agresivas precoces (45 dias post-TPH) o muy
tardios (afios después del TPH) que suelen cursar con febricula y adenopatias.

En los pacientes con alto riesgo de sufrir reactivacién del virus se recomienda
monitorizar semanalmente la presencia de VEB mediante técnicas de cuantificacion de DNA
hasta el cuarto mes post-TPH, asi como los signos y sintomas que puedan atribuirse al SLPT
(Rouce R. et al., 2014).

En el Hospital Universitario Central de Asturias, de forma general, al igual que en el
CMV, el tratamiento anticipado (pre-emptive) es la principal estrategia utilizada. La
monitorizacién es bisemanal durante el ingreso, y una vez detectada una carga viral
significativa de VEB en sangre en un paciente con riesgo de SLPT-VEB se administra tratamiento
anticipado. La implementacion de estrategias diagndsticas y terapéuticas para el manejo de la
infeccion por VEB y la monitorizacidon de la viremia y la terapia preventiva o dirigida, ha
reducido significativamente la incidencia de mortalidad (Styczynski J. et al., 2013).

Diversos estudios han demostrado que el estado serolégico del VEB contribuye
significativamente al desarrollo de EICR crénica, y en menor medida también a EICR aguda. El
mecanismo mas probable depende del papel de las células B y existe una creciente evidencia
de que las células B también tienen un papel que desempenfar en la fisiopatologia de la EICR
cronica (Cutler C. et al., 2013). Ademas se cree que el VEB también podria tener el potencial de
aumentar el riesgo de EICR a través de efectos indirectos, que incluyen infecciones
bacterianas, fungicas y otras infecciones virales, como se conoce para la infeccién por CMV

(Snydman DR. Et al., 2014).

1.3.2 Coinfeccion CMV y VEB en el TPH

El CMV es un inductor activo de otros virus del grupo herpes, mediante interacciones
con el sistema de defensa del receptor del trasplante el CMV puede potenciar la patogenicidad
de otros virus, lo que da lugar a coinfeccidn y a una mayor inmunosupresién acumulativa (Sia
IG. Et al., 2000).

La interaccion entre el CMV y el virus de Epstein-Barr ha sido objeto de especial
atencién, dada la elevada seroprevalencia de estos virus en la poblacion general y el papel del
VEB en el desarrollo de trastornos linfo-proliferativos postrasplante. Al igual que el CMV, el

Epstein-Barr estd asociado con la disfuncion del injerto y la pérdida prematura del mismo.
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La reactivacion viral estad asociada a la inmunosupresién crénica y es probable que se
subestime en los pacientes trasplantados.

La reactivacién del CMV post trasplante esta estrechamente relacionada con la
reactivacién del VEB y con el riesgo de sufrir SLPT ya que representa un marcador indirecto de
la severidad de la inmunosupresién. Aunque aun no se han dilucidado completamente los
mecanismos, las interacciones directas entre diferentes virus pueden influir en la progresion de
la enfermedad y modular la infectividad mediante la alteracidon de la expresién génica en los
virus que cohabitan (Singh N. et al., 2005).

La carga clinica de las coinfecciones CMV-VEB en la poblacién trasplantada no esta
bien documentada en la literatura actual y los datos limitados de las publicaciones revelan una
gran variabilidad, aunque diversos estudios revelan que las infecciones por CMV y VEB parecen
tener un impacto en la viabilidad del aloinjerto que difiere de la mono infeccién, lo que junto
con el desarrollo de PTLD representa una preocupacién primordial para el manejo de los
receptores de trasplantes. Con el creciente conocimiento de las interacciones viricas, la
aparicion de nuevos virus y las diferentes eficacias de los antivirales actuales, es vital
determinar la relevancia clinica de la coinfecciéon por CMV con otros virus del grupo herpes,
especialmente la coinfeccién con VEB, tras un trasplante de progenitores hematopoyéticos,

para disefiar estrategias preventivas y de vigilancia eficaces (Anderson C. et al, 2020).

1.4 INFECCION POR ADENOVIRUS

El Adenovirus humano (ADV) es un virus sin envuelta, perteneciente al género
Mastadenovirus de la familia Adenoviridae. Los ADV engloban a mds de 60 tipos diferentes
clasificados en siete subgrupos (de la A la G) basadas en sus caracteristicas bioldgicas,
inmunoldgicas, bioquimicas y tropismo celular (Tabla 2).

Tabla 2. Subgrupos del Adenovirus humano.

Subgrupo ADV Tropismo Bibliografia
A/F/G Gastrointestinal Echavarria M. et al., 2008
B/C Respiratorio Metzgar D.et al.,2010
D Conjuntivitis Robinson C. et al., 2011
E Respiratorio/Conjuntivitis Cooper, R.J. et al., 2000

El genoma del ADV es una molécula de ADN de doble cadena lineal, con un tamafio de
entre 34 a 37 kb y que porta unos 40 genes. Flanqueando ambos extremos del genoma se
encuentran las repeticiones terminales invertidas (ITRs) que actian como origen de replicacion
junto con la secuencia de empaquetamiento (W). La organizacién del genoma es similar en los

distintos tipos de ADV, pudiendo dividirlo en tres regiones: temprana (E1A, E1B, E2, E3, E4),
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intermedia (IX e IVa2) y tardia (L1-L5). Cada una de estas regiones se corresponde con los

distintos patrones/etapas de expresion durante el ciclo de infeccién del virus (Figura 6).
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Figura 6. Esquema del genoma y el viridon del adenovirus. (A) Mapa simplificado del genoma del HADVS.
(B) Modelo del virion HAdV5, (adaptado de Russell W. et al., 2009, con modificaciones basadas en datos
adicionales adaptadas de Reddy V. et al., 2010; Liu H. et al., 2010 y Christensen JB. Et al.,2008).

El ciclo de replicacion viral se divide, por convencion, en una fase temprana y en una
tardia, separadas por el inicio de la replicacién del DNA viral. La fase temprana tiene la funcidn
general de establecer las condiciones éptimas dentro de la célula para la replicacién vy
expresion eficiente del genoma viral. La fase tardia comienza con el inicio de la replicacién del
DNA viral. Durante esta fase se expresan los genes virales tardios y se ensambla la progenie

viral.

1.4.1 Epidemiologia, patogenicidad y aspectos clinicos del ADV en el TPH

Los Adenovirus (ADV) causan enfermedades respiratorias, oculares (faringeo-
conjuntival, queratoconjuntivitis) y gastrointestinales, como se comentaba anteriormente.
Estos virus pueden establecer infecciones asintomaticas de por vida en los tejidos linfo-
epiteliales (latencia). En los pacientes trasplantados la infeccion por ADV se asocia con
primoinfeccion en nifios y normalmente con reactivacion en adultos y la evolucion puede llevar
a infecciones severas o diseminadas. (Taniguchi K et al., 2012).

La mayoria de los estudios retrospectivos han documentado el inicio de la enfermedad
por ADV durante los primeros 100 dias después del trasplante con una media que oscila entre
30 y los 90 dias asociada a una alta mortalidad en la mayoria de los casos. Los datos
disponibles sugieren que las infecciones por ADV son mas frecuentes en los receptores de
trasplante de células madre alogénicas (8% - 30%), en comparacién con los que reciben

injertos autélogos (2%- 12%) (Sive J.1., et al. 2012).
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En los receptores de TPH, el ADV se asocia comiUnmente con infeccién del tracto
respiratorio superior o inferior, enfermedad gastrointestinal, hepatitis o cistitis hemorragica.
La enfermedad puede simular la EICR, con aparicién de fiebre, diarrea, hepatitis y erupcion
cutanea (Taniguchi K et al., 2012).

Se consideran factores de riesgo y se asocian con una mayor mortalidad la linfopenia
aguda, la deplecién de células T, la EICR aguda, el aislamiento de ADN de ADV en mas de una
localizacién y las altas cargas virales (Lynch J.P. et al., 2016).

Como ocurre con el CMV, y segln las guias europeas si se detecta viremia en pacientes
de alto riesgo, podria estar indicado el tratamiento anticipado y la monitorizacién semanal de
la viremia cuantitativa y prolongarse en funcién del grado de reconstitucion inmune (Matthes-
Martin S. et al., 2012).

Los antivirales indicados para el tratamiento anticipado son el son ganciclovir
(intravenoso y/o oral) y como alternativa oral el valganciclovir. Si estos tratamientos no
resultan efectivos o presentan una mielotoxicidad inaceptable, se utilizan de forma
intravenosa el foscarnet o el cidofovir.

e El ganciclovir, un analogo de nucledsido, es actualmente el farmaco de eleccion para
tratar infecciones por CMV, se administra por via intravenosa y se activa a ganciclovir-
trifosfato tras la fosforilacion por pUL97 y las quinasas celulares en células infectadas
por CMV. Ganciclovir-trifosfato es un potente inhibidor de la enzima CMV polimerasa;
inhibe competitivamente la incorporaciéon de desoxiguanosina trifosfato, que produce
ADN viral y ralentiza la replicacion del ADN viral al incorporarse al final del ADN viral
dilatado.

e El valganciclovir es un valina éster de ganciclovir, se hidroliza tras la administracién por
una valina esterasa de la mucosa intestinal humana , y luego ingresa a la circulacién
sistémica como ganciclovir. Tiene sobre un 60% de biodisponibilidad, que es 10 veces
mayor que el ganciclovir oral, con el mismo mecanismo de accidn y perfil de toxicidad.

e Foscarnet es un analogo de pirofosfato organico que inhibe reversiblemente pUL54 al
bloquear el sitio de unién del pirofosfato sin incorporacién en el ADN viral que se
alarga.

e Por otra parte el cidofovir es un andlogo nucleotidico de la citosina con potente
actividad contra el CMV. Después de la fosforilacion por cinasas celulares, cidofovir

trifosfato inhibe pUL54, se incorpora al ADN viral y altera la elongacién adicional.
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Aunque puede producirse el aclaramiento espontaneo de la viremia, valores crecientes
se relacionan con la aparicién de enfermedad invasiva y algunos centros realizan vigilancia de la
replicacién de ADV en receptores de alo-TPH pediatricos. Si se detecta viremia, estaria indicada
la monitorizacién de enfermedad de o6rgano, para lo que se tomarian muestras de las
localizaciones mas frecuentes, heces, esputo y muestras de biopsia.

De acuerdo con diversos estudios, cuando se detectaba viremia tanto persistente
como en forma de blips al inicio del seguimiento, (en el post-TPH inmediato), esta podia surgir
de la reactivacion del virus debido a la pérdida de la respuesta inmune o a través del injerto y
estos datos podrian respaldar la implementacién de un cribado para ADV previo al trasplante

como ya han sugerido otros autores (Kosulin K. et al., 2019; Piatti G. et al., 2016).

1.5. INFECCION POR VIRUS DE LA FAMILIA HERPESVIRIDAE EN EL TPH
1.5.1 Virus Herpes Simplex tipo 1y tipo 2 y el Virus Varicela Zoster

El virus Herpes Simplex tipo 1 (VHS1) y tipo 2 (VHS2), asi como el virus Varicela Zdster
(VVZ) pertenecen a la familia de los Alfaherpesvirus. Al igual que el CMV y el VEB son virus
envueltos con genoma de ADN de doble cadena lineal.

Las tasas de seroprevalencia para VHS varian entre las diferentes poblaciones,
oscilando entre el 60 y el 80% para el VHS1, y del 10-15% para el VHS2 y en el VVZ en torno
entre el 17-50%. (Marr K. et al., 2012).

Las manifestaciones clinicas suelen producir una infeccién mucocutanea en la zona
labial y orofaringea, y en el darea genital, asociadas generalmente con VHS1 y VHS2,
respectivamente. También puede producir una infecciéon ocular que afecta a la cdrnea y a la
conjuntiva conocida como queratitis herpética. Ademds, puede provocar herpes neonatal,
hepatitis fulminantes en ausencia de lesiones cutdneas y en casos graves producir infeccion en
el sistema nervioso central como la encefalitis, produciendo convulsiones multiples que
aparecen esporadicamente y la meningitis viral, que generalmente es mads frecuente por la
infeccion VHS2. En pacientes con un sistema inmune comprometido puede cursar una afeccion
muy grave con alta mortalidad (Pérez Z., 2020).

En los pacientes trasplantados, la mayoria de las infecciones por VHS y VVZ son
originadas por reactivacion de una infeccién latente, aunque se han descrito infecciones
primarias transmitidas desde el injerto. En estos pacientes, la manifestacién mas frecuente
causada por el VHS1 es la gingivoestomatitis, la esofagitis ha desaparecido practicamente con
el uso de la profilaxis y la neumonitis y encefalitis son raras. El VHS2 origina enfermedad
genital o perianal y el VVZ ademds de la afectacion superficial puede producir complicaciones

viscerales como neumonitis, hepatitis y encefalitis.
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La reactivacion VHS1 y VHS2 puede producirse tanto precoz como tardiamente después
del TPH, pero el riesgo real ha disminuido drasticamente por el uso de la profilaxis con aciclovir
en los pacientes alo-TPH. (Marr K. et al., 2012).

En receptores de TPH, la EICR aguda y crdnica, los receptores HLA no idénticos vy el
trasplante autdlogo por linfoma se han descrito como factores de riesgo de reactivacién clinica
de VVZ. Ademas, la EICR aguda y el desarrollo de varicela por infeccién primaria se han
asociado a mayor riesgo de enfermedad diseminada en estos pacientes.

El VVZ produce una de las enfermedades viricas mas comunes en los receptores post-
TPH con una incidencia estimada entre el 17 y el 50% y causa una gran morbilidad tardia
después del TPH, con riesgos tanto de reactivacion dermatolégica como de enfermedad
diseminada. Puede producirse una enfermedad grave y potencialmente mortal, como hepatitis
y meningoencefalitis, incluso en ausencia de lesiones cutaneas (Suzuki J. et al., 2012). Ademas,
los TPH tienen un alto riesgo de complicaciones relacionadas con el VVZ, como la
sobreinfeccion bacteriana, la cicatrizacion y la neuralgia postherpética (De S. et al., 2015).

Los primeros estudios demostraron que los receptores alogénicos de TSCU tienen un
alto riesgo de reactivacion del VVZ, especialmente en el trasplante tardio (a partir de 90 dias)
en el contexto de mayor riesgo si el paciente ha sido diagnosticado de EICR (Steer C. et al.,
2000), aunque estudios mas recientes sugieren que la profilaxis prolongada con aciclovir
disminuye eficazmente la morbilidad relacionada con el VVZ (Boeckh M. et al., 2007; Erard V. et

al., 2007).

1.5.2 Virus Herpes Humano tipo 6 y tipo 7 en el TPH

Los virus Herpes Humano tipo 6 (VHH6) y tipo 7 (VHH7), son miembros de la familia
Herpesviridae, subfamilia Betaherpesvirinae. Los dos virus son genéticamente préximos entre si
y al CMV. Son virus linfotropos que generalmente causan infeccion en los primeros afios de
vida y se detectan en todas las poblaciones humanas del mundo en mas del 90% de la
poblacidn adulta de los paises desarrollados (Yamanishi K. et al., 2013).

El VHHG6 tiene una particularidad y es que puede integrar completamente su genoma
en el genoma de su huésped, por tanto, puede ser transmitido mediante aloTPH.

La primoinfeccion por VHH6 ocurre en general en la infancia y es casi siempre
asintomatica o poco sintomatica. La infeccion suele aparecer antes de los 2 afios de edad y los
anticuerpos especificos perduran toda la vida. Parece que los linfocitos T son necesarios para
mantener esta respuesta adaptativa de por vida. En los nifios pequefios inmunocompetentes se
relaciona sobre todo con el exantema subito, que en ocasiones provoca crisis febriles con

resolucion espontanea. Aunque existen formas graves de encefalitis necrotizante aguda en
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nifios pequenos. Otras manifestaciones relacionadas con el VHH6 son el DIHS (sindrome de
hipersensibilidad inducida por farmacos) y el DRESS (rash con eosinofilia y sintomas sistémicos
inducido por farmacos).

En la poblacién adulta la seroprevalencia de este virus es mayor del 90%, por lo que la
reactivacion tras un TPH es muy frecuente. Sin embargo, en nifios la seroprevalencia vy, por
tanto, el riesgo de reactivacion es menor y proporcional a la edad. En lo que respecta a los alo-
TPH algunos de los sintomas clinicos asociados a las reactivaciones del VHH6 pueden
considerarse inespecificos, como fiebre, erupcidn cutdnea y disminucion transitoria del nimero
de células sanguineas circulantes pertenecientes a los linajes granulocito/macréfago, eritroide
y megacariocitico. Por el contrario, la encefalitis limbica subaguda se reconoce actualmente
como una enfermedad oportunista tipica debida a la reactivacién del VHH6. Los individuos que
reciben un TPH vy, sobre todo, un TPH alogénico corren un alto riesgo de desarrollar una
reactivacion en las primeras cuatro semanas tras la transferencia celular. Sin embargo, la
encefalitis sélo se desarrolla en una pequefia proporcién de los pacientes que experimentan
una reactivacion del VHH6 (Ogata M. et al., 2013). Se han descrito otras enfermedades
asociadas a la reactivacién del VHH6: la EICR, microangiopatia trombédtica, reactivacién del
CMV, neumonitis y enfermedad gastrointestinal, aunque cabe destacar que, en estos casos, la
relacidon causal es menos clara debido a los resultados contradictorios, la complejidad de las
interacciones del VHH6 con el sistema inmunitario del huésped y la posible confusién con los
efectos de otros patégenos concomitantes, como el CMV (Ogata M. et al., 2013).

La reactivacién del VHH7 se observa con frecuencia en receptores de TPH, incluidos
pacientes pediatricos, y suele ocurrir antes que para el VHH6, dentro de las primeras semanas
post-TPH; en cambio, las enfermedades clinicas debidas directamente al VHH7 son menos
frecuentes (Fule Robles J. et al., 2014).

En la actualidad no existe suficiente evidencia para recomendar la monitorizacién
sistematica de VHH6 y VHH7 en pacientes asintomaticos, pese a reactivarse con frecuencia en
el post-TPH. Es necesario definir el estado de la infeccién por el VHH6 y determinar la carga
viral y su cuantificacion en sangre periférica para determinar la posible relacién con los
sintomas clinicos presentados por el paciente. Por ultimo, hay que valorar el tratamiento de la
infeccion con farmacos antivirales activos contra VHH6 y por ello también hacer una
monitorizacién de la carga viral al inicio del mismo y durante el proceso.

Varios estudios en receptores de trasplantes han demostrado que la coinfeccién por
VHH6 y CMV es frecuente y modula la expresion de la enfermedad debida a cualquiera de los

dos virus (Quintela A. et al., 2016).
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1.5.3 Virus Herpes Humano tipo 8

El Virus Herpes Humano tipo 8 (VHHS8) pertenece a la subfamilia Gammaherpesvirus y
es conocido por ser el agente etioldgico del sarcoma de Kaposi (SK), linfoma de cavidades y la
enfermedad de Castleman (Pozo F. et al., 2000). A diferencia de otros herpesvirus, la infeccion
no es ubicua. Presenta tasas de seroprevalencia que oscilan, dependiendo de las regiones
geograficas, entre el 0y el 5% en Norteamérica, el 5y el 20% en el area Mediterranea y mas del
50% en regiones de Africa. El riesgo de reactivacién y de infeccién primaria después del
trasplante dependerd, por tanto, de la seroprevalencia del virus en la regidn. La seropositividad
previa al trasplante, asi como la infeccidn primaria adquirida a través del donante, incrementan
el riesgo de SK. Ademds, la intensidad de la inmunosupresién y el empleo de productos
antilinfocitarios pueden desempefar un papel importante en la patogenicidad del VHHS . La
realizacidon de técnicas de PCR constituye una opcién atractiva para monitorizar la carga viral
del VHHS, sobre todo si tenemos en cuenta que las concentraciones de VHH8 en linfocitos de

sangre periférica se han asociado con el desarrollo de SK.

1.6. INFECCIONES POR POLIOMAVIRUS BK Y JCEN EL TPH

El virus BK (BK) y el virus John Cunningham (JC) familia Polyomaviridae, género
Polyomavirus . Son virus desnudos de 45 nm de didmetro, que poseen una capside de simetria
icosaédrica. Su genoma estd compuesto por ADN de doble hebra circular, aproximadamente
de 5.000 pares de bases, asociado a histonas. Los genomas de BK y de JC comparten una

identidad de 70-72% (Luo C. et al., 2008). (Figura 7)
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Figura 7. a) Polyomaviridae (virién). Capside no envuelta con simetria icosaédrica de unos 50
nm de didametro. b) Genoma: ADN circular de unos 5 kb de tamafio, asociado a histonas
celulares en un complejo similar a la cromatina. Adaptado de ViralZone,SIB Swiss Institute of
Bioinformatics.
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Desde el punto de vista epidemioldgico, BK y JC se encuentran ampliamente
diseminados entre la poblacién mundial, observandose que a la edad de 10 aios hasta 90% de
la poblacidn seroconvierte para BK y entre 50-60% para JC (Martinez M.et al., 2016).

El virus JC es neurotrépo y esta asociado a la leucoencefalopatia multifocal progresiva,
mientras que el virus BK es causa de cistitis hemorragica (Dropulic L. et al., 2008). La
reactivacion del virus suele suceder en estados de inmunosupresidon y se manifiesta como
cistitis hemorragica, estenosis ureteral, nefritis tubulointersticial, retinitis, encefalitis y
neumonia. La encefalitis y la meningitis por virus BK son muy poco frecuentes, y la mayoria
suceden en pacientes infectados por VIH y en pacientes trasplantados.

Dado que el virus BK estd presente en la poblacién adulta como virus latente en el
uroepitelio, se ha cuestionado cémo diagnosticar y prevenir eficazmente la enfermedad
hemorragica. La EICR presenta un riesgo de cistitis hemorragica asociada al virus BK. El dafo al
uroepitelio relacionado con el acondicionamiento permite la replicacién viral, que impulsa un
ciclo que se vuelve incontrolado y exacerbado por la reconstitucion inmunitaria y la
alorreactividad (Leung A. et al., 2001). En diversos estudios retrospectivos de alo-TPH la viuria
por BK se asocié significativamente con una pérdida de la funcidn renal y una peor
supervivencia general (Abudayyeh A. et al., 2016; Gilis L. et al., 2014).

Ambos polyomavirus establecen infecciones asintomaticas persistentes con
reactivaciones en el tracto urinario, que se asocian con la cistitis hemorragica de comienzo
tardio en los TPH, siendo muy frecuente en los TPH infantiles, pero también en adultos (White
M. et al., 2013).

El mecanismo patogénico aln no esta claro si es debido a una reactivacién del virus o
son episodios de infeccidn por el estado de inmunodepresion de los pacientes. Los factores de
riesgo mas importantes son la EICR y el régimen de acondicionamiento al que son sometidos
los pacientes para el trasplante (Dropulic L. et al., 2008).

Aunque los TPH con cistitis hemorragica presentan con frecuencia viruria mensurable e
incluso viremia antes de la cistitis activa, no se han desarrollado estrategias de prevencion
definitivas en ensayos terapéuticos .

La viruria por JC vy la cistitis asociada al TPH es poco frecuente. Pero sin embargo, el JC
sigue siendo un patdgeno importante ya es el agente causal de una grave enfermedad, la
leucoencefalopatia multifocal progresiva (LMP) y se encuentra de manera cada vez mas
habitual en los pacientes trasplantados. La reactivacion del virus JC lleva a un cuadro
desmielinizante y a veces fatal que caracteriza a la LMP siendo el factor de riesgo mas

importante el grado de inmunodepresidén (White M. et al., 2013).
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1.7 PARVOVIRUS B-19 EN EL TPH

Los Parvovirus (PVB19) son virus pequefios, no envueltos, de una sola cadena de ADN.
De los dos que infectan al hombre, sélo el B19 es patégeno y la seroprevalencia en adultos
oscila entre el 60% y el 90% (Ki C. et al., 2005).

El genoma del virus sélo contiene una molécula de ADN positiva y negativa que son
almacenadas por separado en los viriones. Por lo menos dos proteinas estructurales y otra no
estructural son codificadas por entramados de lectura superpuestos en el genoma de cadena
positiva. El virus se replica en células con actividad mitética y prefiere la serie eritroide, Los
estudios en voluntarios sugieren que el virus se multiplica primero en el tracto respiratorio alto
y después se disemina mediante viremia hasta la médula ésea y otros lugares, donde se replica

y mata o inhibe el crecimiento de las células precursoras eritroides. (Figura 8)
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Figura 8. a) Parvoviridae (virién). Capside no envuelta con simetria icosaédrica de 18-26 nm de
didmetro. La capside consta de 60 copias de proteina CP. b) Genoma lineal de ssADN de entre 4
y 6 kb de tamafio. El genoma se replica a través del mecanismo de la horquilla enrollable.
Adaptado de ViralZone,SIB Swiss Institute of Bioinformatics.

Clasicamente, la infeccidon primaria se produce con mayor frecuencia en nifios y se
manifiesta como eritema infeccioso. En adultos, la infeccion primaria por PVB19 puede
manifestarse como artropatia, y la infeccién durante el embarazo puede provocar hidropesia
fetal. La infeccion por parvovirus B19 en un huésped normal puede curarse sin sintomas
apreciables o producir fiebre y una sintomatologia inespecifica, como faringitis, malestar
general y mialgia, con disminucidn ligera de los niveles de hemoglobina, todo ello seguido por
un exantema dos o tres semanas mas tarde. El parvovirus B19 es propenso a infectar las células
progenitoras eritroides y provoca anemia grave en individuos con trastornos hemoliticos.

El PVB19 puede causar complicacidon grave tras el trasplante. La manifestacion clinica

predominante es la anemia, aunque pueden observarse manifestaciones invasivas de érganos,
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como hepatitis, miocarditis y neumonitis. La infeccidn crdnica o persistente en el TPH se ha
descrito como causa de anemia aplasica (Eid A. et al., 2006).

En receptores de TPH, la anemia asociada a parvovirus B19 es un hecho infrecuente
probablemente por el efecto profildctico de la inmunoglobulina intravenosa que es
administrada en muchos de estos pacientes. El diagndstico puede realizarse mediante técnicas
de PCR en sangre periférica. En los casos en los que exista alta sospecha de enfermedad por
parvovirus B19 en los que el resultado de la PCR haya sido negativo, el diagndstico puede
confirmarse mediante estudio tanto por PCR como histoldgico de la médula dsea.

Para el tratamiento de la enfermedad por parvovirus B19 no existen en la actualidad
farmacos antivirales disponibles, por lo que se aconseja si es posible la reduccion en la
inmunosupresion. (Shimmura H. et al., 2000).

En estos pacientes la incidencia de infecciéon por PVB19 es baja, a pesar de que el virus
persiste en los tejidos de los individuos seropositivos, y que, por tanto, podria transmitirse
potencialmente a través del injerto o de productos sanguineos trasfundidos al receptor (Eid A.

et al., 2006).

1.8 SARS-COV-2 EN EL TPH

Los coronavirus son virus de ARN de cadena positiva envueltos, SARS-CoV-2 parte del
género B-coronavirus que contiene SARS-CoV-1 y MERS-CoV (los virus causantes de los brotes

de SARS de 2003 y MERS de 2012, respectivamente).

La secuencia genética del SARS-CoV-2 revel6 que comparte el 79% de la identidad de
secuencia con el SARS-CoV-1 (Ruiz-Bravo A. et al., 2020).

Como todos los coronavirus, la particula viral del SARS-CoV-2 estd compuesta de
proteinas, acidos nucleicos y lipidos que se ensamblan dentro de las células huésped (Wang M.
et al., 2020). La envoltura viral se deriva de la membrana del reticulo endoplasmico y contiene
proteinas estructurales de membrana (M), espiga (S) envoltura (E), y nucleocapside (N) (Figura
8). La proteina M es la proteina de envoltura mas abundante en los coronavirus y es un
componente estructural critico que facilita la gemacién y define la forma de la particula viral
(Ujike M. et al.,, 2015) y se considera el organizador central de la envoltura viral, ya que
contacta y coordina todas las demads proteinas estructurales (E, S y N). Las tres proteinas
estructurales (M, Sy E) definen la envuelta viral que encapsula un genoma viral de ~30 kb.

El genoma del SARS-CoV-2 esta compuesto de ARN monocatenario de sentido positivo
(ARNmc) que se asocia con cientos de copias de la cuarta y ultima proteina estructural, la

proteina N (Figura 9).

42



RNP
(RNA + N protein)

S protein

E protein

M protein

3aE 6 7b 914

. s Poly-A tail

5' cap ORF 1b 810 oly-A tai

._ms' UTR ORF 1a [ o 3uTR ()
Ls N

Figura 9. Modelo tridimensional de una particula de coronavirus. Se muestran las proteinas estructurales
de membrana (M), espiga (S), envoltura (E) y nucleocapside (N). (Adaptado de Yao H. et al.,, 2020) y
estructura del genoma (Adaptado de Naqvi. Et al., 2020 y Zhang Y. et al., 2020).

La OMS caracterizd la infeccidn por SARS-CoV-2 como la enfermedad COVID-19 vy
declardé una pandemia el 11 de marzo de 2020. En la Figura 8 observamos la cronologia de la

pandemia de COVID-19 entre enero del 2020 y marzo del 2022. (James W. et al., 2022).
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Figura 10. Cronologia de la pandemia de COVID-19 . Los eventos se dividen en generales (azul), variantes
preocupantes (rojo) y desarrollos terapéuticos y de vacunas (verde). El nimero de muertes globales
asociadas a COVID-19 (gris) y las dosis de vacunas administradas (verde) por mes en el transcurso de la
pandemia de COVID-19(Adaptado de James W. et al., 2022).

Los factores de riesgo para el desarrollo de esta enfermedad son numerosos, como

edad, sexo, enfermedades vasculares, entre otras. Ademas, el abanico de cuadros clinicos que
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pueden presentar es muy amplio, pudiendo ir desde una infeccién asintomatica a cuadros
clinicos graves. Se ha estimado que el periodo de incubacidon promedio de la enfermedad varia
de 4 a 5 dias y que los sintomas, si es que los hay, se presentan a los 10-12 dias (Santos-
Fuentes, J. et al., 2023).

La linfopenia en el transcurso de la COVID-19 es un factor de riesgo para el desarrollo
de complicaciones graves, como el sindrome de distrés respiratorio agudo. Los pacientes
sometidos a TPH pueden presentar linfopenia o alteraciéon de la funcién linfocitaria hasta
aproximadamente un afo tras el TPH, Ademas presentan mayor riesgo de desarrollar
microangiopatia trombética y se ha descrito también que el virus SARS-CoV2 puede formar
microtrombos debido a la afectacion del endotelio vascular. Por tanto, en el TPH el haber
sufrido microangiopatia trombdética podria aumentar el riesgo de complicaciones graves si
sufren infeccién por SARS-CoV-2 (Sdenz M. et al., 2022).

Ademas, las infecciones respiratorias en el TPH se caracterizan por cuadros clinicos mas
graves, con excrecién viral mas prolongada, tasas mds altas de progresién del tracto
respiratorio superior al inferior y mortalidad (Corman, V. M et al., 2020). Por ello, es esperable
gue el SARS-CoV-2 pueda ser particularmente severo en aquellos que hayan recibido un
trasplante de progenitores hematopoyéticos alogénicos (Garcia-Sudrez J. et al.,, 2020). La
inmunosupresion relacionada con el trasplante junto con riesgo de contraer un SARS-CoV-2
grave llevd a modificar las recomendaciones terapéuticas y, en muchos casos, a posponer el
trasplante (Ljungman P. et al.,, 2020). En el postrasplante inmediato, se debe considerar la
administracion precoz de los antivirales o anticuerpos monoclonales frente a SARS-CoV-2
indicados para reducir el riesgo de progresidén a enfermedad grave asi como la determinacién y
vigilancia epidemioldgica de las variantes infectantes para tal fin (Santos-Fuentes, J. et al.,

2023).
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El TPH ha supuesto un gran avance reciente para pacientes con problemas
hematoldgicos, sin embargo, existen numerosas complicaciones infecciosas sobre todo en los

alo-TPH.

La toxicidad asociada con el régimen de acondicionamiento, las infecciones, la
enfermedad de injerto contra receptor y la recaida de la enfermedad basica son las principales
causas que provocan una situacion de inmunosupresidon con una importante alteracién de la
inmunidad celular que permite la replicacidon y diseminacién de los virus, especialmente de
aquellos virus latentes. Su alta prevalencia y la circulacion de nuevos virus implican nuevos

retos en el manejo de estos pacientes.

El Citomegalovirus en los alo-TPH constituye, sin duda, la infeccién oportunista mds
representativa. Por eso, todos los esfuerzos estan encaminados a prevenir el desarrollo de la
enfermedad. La infeccién por el virus Epstein Barr en el alo-TPH puede conducir a una Unica
pero grave complicacién postrasplante, el sindrome linfoproliferativo postrasplante, que una
vez establecido, presenta una alta mortalidad. La estrategia de eleccion, al igual que en el CMV
es la terapia anticipada. Aunque el CMV y el VEB siguen siendo los principales virus en
receptores de un alo-TPH, la importancia clinica de otros virus puede ser trascendental y su

conocimiento puede ser esencial para el correcto manejo y tratamiento del paciente.

En el Hospital Universitario Central de Asturias desde el afio 2011, se realiza un
protocolo de seguimiento clinico-virolégico en los TPH, centrado en la infecciéon por CMV y VEB,
pero en continua revisidn teniendo en cuenta los aspectos anteriores. Asi pues, en el presente

trabajo, se plantearon los siguientes objetivos:

1. Analizar la replicaciéon viral, los marcadores y la evolucion de la infeccién por
Citomegalovirus y virus Epstein Barr en pacientes trasplantados de progenitores
hematopoyéticos alogénicos durante 10 afios.

2. Estudiar la infeccidn y la evolucidn de otros virus de importancia clinica: Adenovirus, virus
BK, virus JC, virus Herpes Humano tipo 6, virus Herpes Humano tipo 7, virus Herpes
Humano tipo 8, parvovirus B19, virus Herpes Simple tipo 1, virus Herpes Simple tipo 2 y
virus Varicela Zéster.

3. Evaluar la replicacion de los virus anteriormente mencionados en un seguimiento
protocolizado.

4. Examinar la incidencia del SARS-CoV-2 durante la pandemia en los TPH.
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3.1 PACIENTES Y MUESTRAS

Para contestar a los objetivos planteados en esta tesis se llevaron a cabo dos tipos de
estudio. En el primero se incluyeron muestras de sangre de pacientes TPH alogénicos entre
enero del 2011 y agosto del 2019.

En el segundo estudio de virus latentes frecuentes en este proceso, se incluyeron
muestras de exudados faringeos de TPH en trasplantados entre 2011 y 2022 y de pacientes
hematoldgicos en los que se habia realizado un control de SARS-CoV-2.

Para llevar a cabo los objetivos planteados en este trabajo, se estudiaron dos grupos de
pacientes: estudio primero, donde se incluyeron los pacientes que recibieron un trasplante de
Progenitores hematopoyéticos alogénicos (alo-TPH) entre Enero del 2011 y Julio del 2019, con
el fin de valorar la importancia de la infeccidn por virus latentes; estudio segundo, en el que se
incluyeron pacientes trasplantados entre Enero del 2011 y Septiembre del 2019 con el fin de

valorar la replicacién del SARS-CoV-2. Ambos grupos se describen a continuacion.

3.1.1. Estudio primero: Viremias en TPH

Entre el 1 de enero del 2011 y 1 de agosto del 2019 se recibieron en la seccién de
Virologia del Servicio de Microbiologia del Hospital Universitario Central de Asturias (HUCA) un
total de 16.786 muestras de sangre completa con EDTA para el diagndstico y seguimiento de
viremias post-TPH. Se seleccionaron pacientes que tuvieran al menos 4 meses de seguimiento
post-TPH y un minimo de 6 muestras en fechas dentro de los 100 primeros dias. En total, se
seleccionaron y procesaron 7.168 muestras de sangre completa pertenecientes a 208 pacientes
(35,3 + 14 muestras por paciente, rango 8-77), de edad 45+17 (rango 1-69) afios. De estos 121
(58.17%) eran hombres, con una edad media de 44,3118 (rango 2-69) afios, y 87 (41,82%)
mujeres con una edad media de 46,6+16,1 (rangol1-66) afios. El seguimiento medio fue de
278+100,9 dias post trasplante (rango 53-364). En el caso de las mujeres el seguimiento fue de
274499 dias (rango 53-364) y 281,7+102 dias en el caso de los hombres (rango 56-364).

Estos 208 pacientes supusieron el 71.23% de los 292 alo-TPH realizados en Asturias en
este periodo de tiempo.

En este grupo se monitorizd y analizé el CMV y VEB, de manera protocolizada y otros
virus latentes (ADV, BK, JC, PVB19, VHH6,VHH7, VHHS8, VHS1,VHS2 y VVZ), en funcion de la

sintomatologia y la sospecha clinica.
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Dado que el manejo y el diagndstico de las infecciones post-TPH ha ido evolucionando
con los afios, se decidié establecer tres temporadas de estudio:
e Temporada1(T1-11/13): de 1 enero del 2011 a 31 diciembre del 2013.
e Temporada 2 (T2-14/16): de 1 enero del 2014 a 31 diciembre del 2016.
e Temporada 3 (T3-17/19): de 1 enero del 2017 a 24 de Julio del 2019.

La distribucién de los pacientes segun la edad y la temporada se refleja en la Tabla 3 y

Figura 11.

Tabla 3. Distribucidn de pacientes seglin edad y temporada de estudio. Entre paréntesis se refleja el %.

Temporada <15 aios 15-59 aiios >59 afios Total
T1/2011-2013 (%) n=72 11 (15,27) 50 (69,45) 11 (15,27) 72 (34,61)
T2/2014-2016 (%) n=58 4 (6,89) 43 (74,14) 11 (18,96) 58 (27,88)
T3/2017-2019 (%) n=78 4 (5,13) 53 (67,95) 21(26,92) 78 (37,5)
Total 19 (9,13) 146 (70,19) 43 (20,67) 208
100 -
80 -
60 W >59a
m 15-59a
W <15a
40 1
N '
o ; ;
T1/2011-2013 T2/2014-2016 T3/2017-2019 Total 2011-2019
(n:72) (n:58) (n:78) (n:208)

Figura 11. Distribucidn de los pacientes segun la edad y realizacién del TPH.
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Dentro de este grupo primero se seleccionaron 120 pacientes (entre febrero de 2011y
octubre de 2016) que tuvieron un seguimiento de al menos 4 meses y una muestra por mes,
recogiéndolas hasta los 6 meses post-TPH. En estas muestras se pretendia llevar a cabo un
seguimiento de infecciones por virus no seguidos de manera habitual y mencionados
anteriormente: ADV, BK, JC, PVB19, VHH6,VHH7, VVHHS8, VHS1,VHS2 y VVZ, ademds del CMV y
el VEB.

Finalmente , se procesaron 582 muestras de 97 pacientes, que cumplian los requisitos
establecidos, con una media de muestras por paciente de 5,70,7 (rango 4-7).

Los pacientes tenian una edad media de 43,0719 (rango 1-66) afos, de los que 59
eran hombres de 41+20,50 (rango 2-66) afios y 38 eran mujeres de 45,7117 (rango 1-64) afios
(Tabla 4).

Tabla 4. Caracteristicas de los 97 pacientes alo-TPH seleccionados para el estudio de otras infecciones
virales protocolizadas.

Pacientes Edad n?2 muestras 12 positiva (dias post-TPH)
Hombres 59 (60,8) 41+20,5 (2-66) 5,7%0,6 (4-7) 28,714,5 (15-40)
Mujeres 38(39,2) 45,717 (1-64) 5,7+0,6 (4-7) 27,36,2 (15-39)
Total 97 (46,6) 43,1+19 (1-66) 5,7%0,7 (4-7) 28,14 (15-40)

n2: nimero, TPH: trasplante de progenitores hematopoyéticos

3.1.2. Estudio segundo: Infeccion por SARS-CoV-2 en TPH y pacientes hematolégicos

Entre el 1 marzo del 2020 al 31 diciembre del 2022 se recibieron 4.166 exudados
nasofaringeos de pacientes con diagndsticos de enfermedades hematoldgicas en la seccion de
Virologia del Servicio de Microbiologia del Hospital Universitario Central de Asturias, para el
diagndstico de infeccién por SARS-CoV-2. Todas ellas fueron recogidas en un medio de
transporte de virus (Viral Pack; Biomedics S.L.°, Madrid) y mantenidas a 42C hasta su
procesamiento antes de 5 horas. Las muestras pertenecian a 817 pacientes (459 hombres y 358
mujeres), que presentaron 2.963 episodios, con una media de edad de 55,56+45,44 (rango 2-

101) ainos.

Los pacientes se clasificaron en tres subgrupos de estudio:

e  Grupo TPH-COVID: Se estudiaron 99 pacientes (57 hombres y 42 mujeres) de 51,9+16,7
(rango 55-74) afios (trasplante entre 04/09/2019 y el 17/11/2022), de los que se
procesaron 416 muestras, con una media de 4,2%3,20 (rango 1-10) muestras por

paciente.
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e Grupo TPH-PRECOVID: Se estudiaron 216 pacientes (124 hombres y 92 mujeres) de

55,9+13,4 (rango 8-75) afos (trasplante entre 07001/2011 y el 31007/2019), de los que se

procesaron 1525 muestras, con una media de 716,10 (rango 1-37) muestras por

paciente.

e Grupo CONTROL: Se estudiaron 502 pacientes con enfermedades hematoldgicas (278

hombres y 224 mujeres) de 56,3+21,7 (rango 2-101) afios de los que se procesaron

2.205 muestras, con una media de 4,39+4,08 (rango 1-27) muestras por paciente .

Las muestras procedentes de un mismo paciente recibidas con mds de un mes de

diferencia se consideraron procesos distintos se contabilizaron como si fuesen pacientes

diferentes. La distribucién segun los grupos establecidos y segun el mes y afio en el que se

recibieron las muestras, se muestra en la Tabla 5 y las Figuras 12 y 13.

Tabla 5. Distribucidn de pacientes segun grupo establecido y temporada (2020/2021/2022).

TPH-COVID  TPH-PRECOVID  CONTROL TOTAL
Edad <15a 3(3,03) 3(1,39) 35 (6,97) 41 (5,02)
15-39a 19 (19,19) 24 (11,16) 71 (14,14) 114 (13,97)
40-64a 37 (37,37) 93 (43,26) 121(24,10) 251 (30,76)
>65a 40 (40,40) 95 (44,19) 275(54,78) 410 (50,24)
Temporada ene 0/13/21 0/41/41 0/64/65 0/118/127
2020/2021/2022  feb 0/13/12 0/41/44 0/58/63 0/112/119
mar 4/14/11 3/38/40 14/55/72 21/107/123
abr 4/13/14 17/35/32 36/53/59 57/101/105
may 0/20/17 20/34/29 28/42/68 48/96/114
jun 1/18/16 30/39/30 34/54/54 65/111/100
jul 42585 27/37/28 23/47/39 53/92/76
ago 4/13/9 20/27/24 23/54/35 47/94/68
sep 38295 20/31/16 23/46/28 74/88/48
oct 3/16/7 23/45/13 40/47/28 66/108/48
nov 11/13/2 36/47/13 64/63/30 111/123/45
dic 12/14/4 34/45/13 74/65/37 120/124/54
Total 338 1014 1611 2963

TPH: trasplante de progenitores hematopoyéticos
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Figura 13. Distribucidn de pacientes segin las muestras recibidas y la tasa de cada grupo .
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3.1.3. Muestras respiratorias para evaluar la sensibilidad del genoma

De las muestras procesadas en la Unidad de Virologia del Hospital Universitario Central
de Asturias durante dos meses (abril-mayo, 2015) se estudiaron 67 exudados (42

nasofaringeos y 25 faringeos) recogidos en un medio de transporte de virus.

3.2 METODOS
3.2.1 Seguimiento Clinico-Virolégico de virus latentes

Todos los pacientes sometidos a un trasplante de progenitores hematopoyéticos
incluidos en el estudio tuvieron el mismo seguimiento clinico y virolégico, establecido segun el
Protocolo de hospitalizacion del Servicio de Hematologia y Hemoterapia del Hospital
Universitario Central de Asturias. El protocolo pretende manejar el paciente en las viremias y
posibles complicaciones clinicas como son la mucositis, neutropenia febril, el Sindrome de
obstruccion sinusoidal hepdtico (SOS), la cistitis hemorrdgica (téxica debido al
acondicionamiento o virica por poliomavirus BK, JC o Adenovirus serotipo 11), Sindrome del

implante y la Enfermedad injerto contra receptor aguda (EICR).

Protocolo de monitorizacién de CMV/VEB y otros virus latentes

Los pacientes trasplantados a estudio tuvieron el mismo seguimiento durante los
cuatro primeros meses postrasplante. El protocolo de hospitalizacién del Servicio de
Hematologia y Hemoterapia del HUCA incluye la monitorizacién de la replicacidon viral
mediante deteccidn y cuantificacién gendmica bisemanal, durante ingreso para el CMV vy el
VEB. Ademas, en menores de edad se realiza un control de replicacion viral del VHH6 y ADV.
En el resto de los pacientes, los otros virus (BK, JC, PVB19, VHS, VVZ) se siguen ante la
presencia de clinica compatible.

Los virus respiratorios, son monitorizados previamente al ingreso del paciente
mediante deteccién gendmica vy aislamiento en el caso de confirmarse la infeccion o presentar

sintomas de infeccién respiratoria de vias altas o bajas, se demora el TPH hasta su resolucion.

Protocolo de tratamiento anticipado
La estrategia de eleccién es la prevencion de la enfermedad. De forma general, se
inicia tratamiento anticipado cuando el resultado de la monitorizacién viroldgica sea el
siguiente:
e Una Unica determinacion positiva para CMV o VEB con mas de 400 (2,6 log)

copias/10°leucocitos.
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e Dos determinaciones consecutivas para CMV o VEB con un incremento significativo de
la carga viral, con nimero de copias 100 y 300 (2 y 2,5 log) copias/10°leucocitos, para
evitar un aumento incontrolado de la replicacion viral.

El tratamiento se aplica durante dos semanas o hasta finalizar la viremia. Los episodios
de replicacidon que ocurrian tras la deteccidon de una respuesta celular especifica no fueron

tratados y los pacientes fueron monitorizados.

Criterios diagnosticos de viremias

Con el fin de poder analizar de manera adecuada y uniforme el impacto de las viremias
en el TPH, se han descrito de manera consensuada, definiciones de infeccidon y enfermedad y
se adoptaron los siguientes criterios diagndsticos

e Infeccidn: Se define como la el aislamiento del virus, la deteccién de proteinas virales
(antigenos) o la deteccidon de genoma del virus a estudio en leucocitos de sangre
periférica.

e Replicacidn : Existe evidencia de multiplicacién del virus por deteccién de genoma viral
medido en log copias/ml sangre completa (log/ ml sc) o log copias/10°leucocitos (log/
leu).

e Eliminacién o aclaramiento de viremia: Dos valores consecutivos indetectables para
PCR del virus a estudio.

e Viremia continua: Dos determinaciones consecutivas de genoma viral medido en log
copias/ml sangre completa (log/ ml sc) o log copias/10°leucocitos (log/ leu).

e Viremia puntual: Una determinacién aislada de genoma viral.

e Viremia esporadica o intermitente (blips): Viremia detectable por varios episodios

persistentes o puntuales de viremia.

3.2.2 Procesamiento de las muestras de sangre periférica

Las muestras de sangre se enviaron al laboratorio de Virologia del HUCA donde se
procesaron siguiendo los pasos que se describen a continuacion:

Cada muestra se dividié en dos alicuotas, una para llevar a cabo el recuento del
numero de leucocitos en un contador automatico de células (Coulter T660) y con la segunda
alicuota se llevd a cabo una extraccidn y purificacion automatizada de los acidos nucleicos
presentes en las muestras, mediante la tecnologia de particulas magnéticas recubiertas de
silice.

Para ello se utilizd6 un extractor automatico (Figura 14) siguiendo las indicaciones del

proveedor. En el caso de utilizar AmpliPrep se preparaban 500 ul de sangre completa mas 500
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pl de MEM, medio esencial minimo, compuesto por BSS+aminodacidos+vitaminas (Sigma,

Espafia) y EDTA, acido dietilenaminotetracético al 1% (Sigma, Espafia) y en el caso de realizarse

en el MagnaPure 96 se afiaden 100 pl de sangre completa mas 500 pl de MEM/EDTA 1%.

Figura 14. Robots de extraccion y purificacion de genoma: a) AmpliPrep, b) MagnaPure 96 (Roche
Diagnostics S.L., Switzerland)

3.2.3 Procesamiento de las muestras de exudados nasofaringeos

La deteccidn del SARS-CoV-2 se llevd a cabo a partir de muestras respiratorias, segun el
protocolo establecido en la seccidn de Virologia del Servicio de Microbiologia del Hospital
Universitario Central de Asturias.

Una vez que las muestras llegaron al laboratorio se procesaron inmediatamente para
la deteccidn viral y la deteccidn de la Beta-globina. Para ello se llevé a cabo una extraccién con
un extractor automatico (AmpliPrep o MagnaPure 96, Roche Diagnostics, Mannheim,
Germany) siguiendo las indicaciones del proveedor. Posteriormente se almacenaron a 4°C
hasta la realizacion de la amplificacion gendmica frente a SARS-CoV-2 y el gen de la B-globina
mediante RT-PCR-tr disefiada en el laboratorio. Los resultados, en el caso de deteccidn viral, se
expresaron en copias/1000 células y su log de carga viral normalizada (Arglielles ME et al.,
2015).

Previamente a la deteccidon del SARS CoV2, se realizd en el laboratorio un estudio de la
viabilidad de los genomas de ARN obtenidos en la extraccion.

A continuacion dos alicuotas de 10 pl de muestra para cada 67 muestras extraidas
fueron guardadas en nevera durante 10 dias, afiadiendo a una de ellas de 0.5 pl de RNasin.

A los 10 dias se realizé la RT-PCR por el procedimiento habitual a 5 pl de la muestra
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extraida sin el RNasin y a 5 ul de la muestra extraida con el RNasin.

Tras su conservacidon a 4°C y después de un periodo de 10 dias, tiempo de trabajo
estandar en un laboratorio de Microbiologia Clinica, que se considera suficiente para realizar
todos los procesos rutinarios que implica el diagndstico viral de una muestra

En los 67 exudados se llevd a cabo una extraccidn y purificacion del material gendmico
con el Reactivo MagNA Pure LC Total Nucleic Acid Isolation Kit, en el sistema automadtico
MagnaPure LC 2.0 (Roche Diagnostics, Rotkreuz, Switzerland). Se obtuvieron 100ul para una
posterior amplificacion de fragmentos de genoma viral y se aplicaron protocolos de diagndstico
sindrémico del laboratorio. En todos ellos se evaluaba la cantidad del virus y la calidad de
muestra, con la amplificacién del gen de la B—globina humana y se informaba la carga viral
normalizada (copias de virus por nimero de células).

Del extracto nucleico total se separaron dos alicuotas de 10 ul y en una se afiadié 1 pl
RNase® Inhibitor (Applied biosystem, USA), ambas se almacenaron a 4°C hasta la realizacién de

la RT-PCR-tr a los 10 dias (Figura 15).

Extraido

+ 1pl RNase Inhibitor

Rutina Conservacion 4° / 10 dias

l l

Figura 15. Esquema de trabajo del laboratorio a partir del extraido del material genémico de
las muestras respiratorias.

3.2.4 Diagnéstico basado en técnicas de amplificacion genomica

La deteccion vy cuantificacién de diferentes genomas virales se llevé a cabo mediante

una técnica de amplificacion gendmica a tiempo real (PCR-tr) disefada en el laboratorio.
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Para ello, 5 pl del extraido (eluido) fueron mezclados con el preparado comercial Taq

Man Fast Virus-1 Step Master Mix (Thermo Fisher Scientific Waltham, Estados Unidos) en un

volumen final de 10 pl al que se afaden los cebadores (450 nM) y las sondas (125 nM)

recogidas en la Tabla 5, segun el virus o grupo de virus a ensayar.

Tabla 6. Cebadores y sondas utilizados para la deteccion viral.

Cebadores Sondas
Virus Nombre® Secuencia (5°-3") Nombre® Secuencia (5-3°)
VHS1-TR-S GCCGTGTGACACTATCGTCCATA
VHS1 VHS1-FAM CCACACCGACGAAT
VHS1-TR-A TTGTTATACCCCTCCTCCTCGTAA
VHS2-TR-S AAGCTCCCGCTAAGGACAT
VHS2 VHS2-VIC CTGTTCTGGTTCCTAACG
VHS2-TR-A GGTGCTGATGATAAAGAGGATATCTA
VZV-TR-S GGGAAGACGGGTTCATTGAG
vzv VZV-NED CGCCGAATGTTCCTT
VZV-TR-A TCATCGTCGCTATCGTCTTCA
VEB-TR-S GGCTAGGAGTCACGTAGAAAGG
VEB VEB-VIC CCAAGTTCCTTCGTCGGTA
VEB-TR-A CTCCATATACGAACACACCG
CMV-TR-S GACTTCAGGGTACTGGAACTTTACT
cmv CMV-FAM AACGCAGCTCTTTCTG
CMV-TR-A ATTCGCGCATGATCTCTTCGA
HH6-TR-S GTGTCATGCTCAAAGCTCTACTCAA
VHHG HH6-FAM TTCATAAGAGTATAGAAGTTGA
HH6-TR-A TTCAGATGATCATACGACTGACGATT cce
HH7-TR-S TTCATGTAGATCGCGGGCTTT
VHH7 HH7.2-VIC TATGACGCAATTTCCTTCA
HH7-TR-A AACGGTTTACTTCCGCGAGTTT
HHS8-TR-S ATGCATCCTTGCCAATATCC
VHHS HH8-NED TTGCAACGATACTCGG
HH8-TR-A AGGTTGTGCATGCCATGTAA
ADV2-TR-S CCAGGACGCCTCGGAGTA
ADV2-NED AGTTTGCCCGCGCCACCG
ADV2-TR-A AAACTTGTTATTCAGGCTGAAGTACGT
ADV
ADVA4-TR-S GGACAGGACGCTTCGGAGTA
ADV4-NED CAGTTCGCCCGYGCMACAG
ADV4-TR-A CTTGTTCCCCAGACTGAAGTAGGT
BKJC-TR-S AGTCTTTAGGGTCTTCTACC
BK BK-FAM TGTTGAGAATCTGCTGTTGC
BKIC-TR-A GTGCCAACCTATGGAACAGA
BKIC-TR-S AGTCTTTAGGGTCTTCTACC
ic Jc-vIC TGTTGGGATCCTGTGTTTTCA
BKJC-TR-A GTGCCAACCTATGGAACAGA
Parvo-TR-S TATAAGTTTCCTCCAGTGCC
PVB19 Parvo-NED CTGCAGTCAACACTTT
Parvo-TR-A TGAATTGCATGGTCTTCATG
Wuhan-S-Mod ATCAAGTTAATGGTTACCCTAACATGTT
Wuhan-FAM CCGCGAAGAAGCTA
Wuhan-A-Mod ACCTAGCTGTAAAGGTAAATTGGTACC
SARS-CoV-2
CoV-Wu-CDC-S GACCCCAAAATCAGCGAAAT CoV-Wu-
CCGCATTACGTTTGGT
CoV-Wu-CDC-A TCTGGTTACTGCCAGTTGAATCTG CDC-vIC
Beta-TR-S ACACAACTGTGTTCACTAGC
B-globina Beta-Cy5.0 TGCATCTGACTCCTGAGGA
Beta-TR-A CCAACTTCATCCACGTTCACC

'El sentido del cebador aparece en el nombre. S (Cebador sentido), A (Cebador antisentido).

2 N , p
El nombre de la sonda termina con el fluoréforo con el que estda marcada.
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Las técnicas de deteccidon del genoma a tiempo real (Polymerase Chain Reaction real-
time, PCR-tr), se han convertido en el estandar de la cuantificacion de la carga viral (en sangre
y otras muestras clinicas), para el diagndstico de infeccion por CMV y otros virus y la
monitorizacion de la respuesta o fracaso al tratamiento que, en ocasiones indica la realizaciéon
de un estudio de resistencias. La identificacion de todos los virus estudiados, se llevé a cabo
segun los protocolos establecidos en la Seccidn de Virologia del HUCA.

Como se indica anteriormente, después de la purificacidon de los acidos nucleicos de
una muestra, 5 pl del extraido fueron amplificados usando el preparado comercial Fast-Virus 1-
Step Master Mix (Life technologhy, USA), que amplifica tanto ADN como ARN, en un volumen
final de 10 pl al que se le afiaden los cebadores (450 nM) y las sondas (125 nM).

Todas las amplificaciones, asi como los analisis de éstas, se realizaron usando un LC
480 (Roche Diagnostics, Switzerland), o un Applied Biosystems 7500 o 7300 Real Time PCR
System (Applied Biosystems, Waltham, Estados Unidos). Estos son sistemas con dos, tres y
cuatro canales de lectura o emisidon/excitacién y, por tanto, permite detectar varios
fluoréforos simultdneamente. Asi, en una misma reaccién se pueden detectar dianas distintas
por lo que se protocolizd la deteccion de virus RT-PCR-tr multiples:

e CMV/VEB
e BK/IC/ADV
e VHH6/VHH7/PVB19
e VHS1/VHS2/VVZ/VHH8
e Betaglobina/SARS-CoV-2.
Los perfiles de amplificacion de virus ADN (mezclas de reaccién de la a) ala d) y ARN o

mixto ( mezcla de deteccidn betaglobina y SARS CoV2) se muestran en la figura 16.

{5 30 15
1ado 45 cilos Lado 45 ciclos

a) b)

Figura 16. Perfil térmico de la PCR-tr empleada para la deteccidn viral de virus ADN (a) o ARN (b).
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Como resultado de la PCR-tr descrita anteriormente, se obtiene un ciclo umbral (Ct, del
inglés Cycle threshold) que es utilizado para calcular la carga viral presente en la muestra,
medida como numero de copias de genoma viral, sirviéndonos de curvas de patrén externas
para las muestras de sangre segun la cantidad de leucocitos en cada paciente. Los resultados,
en el caso de deteccidn viral, se expresaron como numero de copias y su logaritmo, log copias
/ml sangre completa (log/ ml sc) y log copias/10°leucocitos (log/ leu). Los logaritmos pretenden
hacer comprender mejor la cinética de la replicacidn viral.

Para el SARS-CoV-2 vy otros virus respiratorios , de forma paralela y con el objeto de evaluar
la calidad de la muestra, asi como normalizar la carga viral haciéndola independiente de la
cantidad de células presentes en la muestra, se amplificd y cuantificé el gen de la Betaglobina
humana en cada muestra obteniendo un Ct. Mediante estudios previos se generd una curva
patron que permite establecer una correlacion entre el Ct obtenido al cuantificar la betaglobina
de la muestra con el nimero de células presente en dicha muestra. Uniendo ambos valores la
carga viral se indica como el logaritmo del nimero de copias de genoma viral por cada 1000

células (Alvarez-Argiielles et al, 2015).
3.2.5 Andlisis de los datos y metodologia estadistica

Todos los calculos estadisticos se realizaron con el programa estadistico para ordenador
GraphPad InStat V2.04a (GraphPad Software, Estados Unidos).

El significado estadistico de la diferencia entre las proporciones se determiné usando la
prueba x2 con correccion de Yates o el test exacto de Fisher para variables cualitativas en
celdas 2x2 cuando en la tabla tedrica existia un dato menor de 5, o el global de los datos no
llegaba a 50. Se aplicd el test t-Student para datos no apareados cuando se compararon
medias aritméticas, aplicandose la correcciéon de Welch cuando las diferencias entre las
varianzas eran estadisticamente significativas.

Se utilizaron test de dos colas para todas las determinaciones. El nivel de significacion
requerido en todos los casos fue p<0,05, asi como para el calculo de los intervalos de

confianza.
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4.1. CITOMEGALOVIRUS EN EL TRASPLANTE DE PROGENITORES HEMATOPOYETICOS,
EPIDEMIOLOGIA Y MARCADORES VIRALES

De las 7168 muestras de sangre completa procesadas de 208 pacientes alo-TPH, se
detectdé ADN de CMV en 1541 (21.5%) muestras pertenecientes a 145 (69,7%) pacientes. La
primera muestra positiva aparecido con una media de 46,6+58 dias post-TPH (rango 1-348) y
con una carga viral de 3,7+1,3 log/ml sc (rango 1,5-7,6). Cuando no se tuvo en cuenta los
valores extremos en dias de aparicion, quitando las muestras detectadas para la primera
viremia después de 105 dias (62,5%), se encontré que en 130 pacientes con replicacién de
CMV, la primera viremia aparecio a los 30+23 (1-105) dias post-TPH.

Como se indica en el apartado de material y métodos, se agruparon los TPH segun el
tipo de trasplante: trasplante haploidéntico de progenitores hematopoyéticos, de sangre
periférica o médula ésea (Haplo); y trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos de
sangre periférica, corddon umbilical o médula 6sea de donante emparentado (DE) o no
emparentado (DNE).

Asi mismo, se estudié la infeccién por CMV en las tres temporadas. Y debido al rango
de edad tan grande (1-69 afios), se decidid estratificar los pacientes en tres grupos de edad:
menos de 15, entre 16- 59 y mayores de 59 afios.

Atendiendo a estas distribuciones, se analizo la incidencia, la primera muestra positiva,
(medida en dias post-TPH), la duracién de la viremia, asi como la carga viral (medida en log/ml
sc). Los resultados generales obtenidos se muestran en la Tabla 7 y Figura 17.

Los datos evolutivos correspondientes a la primera viremia (en dias post-TPH) y a la

maxima carga viral detectada (en log/ml sc) aparecen representados en la figura 18.

Tabla 7. Datos generales de la viremia por CMV segln sexo, edad, tipo de TPH y temporadas establecidas.

CMV+ (%) 12 positiva Cvmax (log/ml sc) p
Total 145 (69,71) 46,658 [1-348] 3,741,3 [1,5-7,6]
Total adaptada* 130 (62,5) 30423 [1-105] 3,86+1,3 [1,5-7,6]
Sexo Hombres (n=121) 85 (70,49) 42,48+62 [1-348] 3,68+1,3 [1,5-6,8] ns
Mujeres (n=87) 60 (68,9) 52,4+52 [2-313] 3,87+1,2 [1,5-7,6]
Tipo TPH DNE (n=82) 56 (68,29) 44,43+43,81 [1-168] 4,03+1,16 [1,5-6,6]
DE (n=114) 80 (70,1) 42,38+42[1-348] 3,741,31[1,5-7,6] ns
Haplo (n=12) 9 (75) 85+96(1-300] 3,19+1,35[1,5-5,3]
Edad (afios) <15 (n=19) 10 (52,63) 21,27+17,34 [2,5-55,84] 3,19+1,35 [1,5-5,3] *0,044
15-59 (n=146) 101 (69,17) 51,42164,59 [1-348] 3,741,31 [1,5-7,6] ns
>60 (n=43) 39(90,7) 44,43+43,81 [1-168] 4,03+1,16 [1,5-6,6]
Temporada 2011-2013 (n=72) 59(81,9) 39+49,8[1-299] 3,5+1,4 [1,5-6,2] *0,01
2014-2016 (n=58) 39(67) 52+71,51[4-348] 4+1,4 [2-7,6] ns
2017-2019 (n=78) 47(60) 51456,5 [1-313] 3,8+1,2 [1,6-6,8]

* viremias antes de los 4 meses post TPH
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Figura 17. Distribucién de los pacientes con viremia por CMV segln sexo, edad, tipo de TPH y
temporadas establecidas.
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Figura 18. Distribucién de los pacientes por Sexo (H, hombres, M mujeres), tipo de TPH, edad y
temporada establecida en funcién a) de los dias post-TPH de la 12 muestra positiva y b) carga viral en log
/ml sc.

No se encontraron diferencias significativas en el tipo de TPH y tampoco en los datos
diferenciados por sexos por lo que posteriormente se analizaron conjuntamente. Por el
contrario la incidencia pasé del 52,6% en los menores de 15 afios al 90,7% en los mayores de

60 afios (p=0,004).
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En la temporada 2011-2013, la incidencia fue del 81,9% mientras que en la de 2017-

2019 fue del 60% (p:0,01).

A la vista de los resultados, y atendiendo a los cambios significativos, analizamos la

incidencia por edad y temporada, los resultados se muestran en la tabla 8 y Figura 19.

Tabla 8. Distribucion de pacientes con infeccién por CMV del total estudiado y porcentaje
total segin edad y temporada.

Edad <15 afios 15-59 afios >59 afios p
2011-2013 8/11(72,7%) 41/50 (82%) 10/11 (90,9%) ns
2014-2016 1/4 (25%) 27/43 (62,8%) 11/11 (100%) 0,011
2017-2019 1/4 (25%) 33/53 (62,2%) 13/21 (61,9%) ns
p 0,004 0,05 0,022
100,0
100 ~ 90,9
82,0
30 72,7
61,9
60 1 mT2011-2013
T 2014-2016
mT2017-2019
40 A
20 A
0
Edad <15 afos 15-59 afos >59 afos

Figura 19. Distribucién de los pacientes con viremia por CMV segln edad y temporada.

Como se observa en la tabla y en la figura, en todos los grupos de edad la incidencia
pasé del 72%-90,9% en la primera temporada (T 2011-2013) al 25%-61,9% en la ultima
temporada (T 2017-2019) (P=0,004).

4.1.1 Caracteristicas de las viremias por CMV

Como se comenté en el apartado de Introduccién, los pacientes con CMV pueden tener
distintos grados de replicacidn viral y presentar episodios de viremias continuas, viremias
puntuales o varios episodios de viremias esporadicas o intermitentes (blips). Una vez analizados
los datos generales para las muestras de CMV positivas, se estudid como fueron esos episodios.

En 103 (49,5%) pacientes las viremias fueron continuas y en 42 (20,2%) la viremia

aparecio de manera esporadica o puntual (Tabla 9).
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Tabla 9. Caracteristicas de las viremias por CMV en funcién del nimero de episodios y la aparicion de la

primera muestra con replicacion de CMV segun los dias post-TPH.

Viremia CMV+(%) 12 positiva (Dias post-TPH) IC (95%) Cvmax
Continua 103 (49,5) 36442 [1-299] (27-44) [27-44]
Esporadica 15(7,2)
Episodios: (<3/>3) (13/2)
74180 [2-342](49-98) [49-98]
Puntual 27 (12,9)
Duracién: (<60/>90) (12/15)

Las viremias como episodios continuos aparecen a los 36+42[1-299] dias post-TPH,
mientras que si se presenta esporadica o puntual aparece a los 74+80[2-342] dias post-TPH
(p=0,003).

La distribucién de los pacientes segun tipo de viremia, respecto al total de pacientes

(n=208) y respecto a los pacientes CMV+ (n=145) aparecen reflejados en la Figura 20.

100 -
80 -
Viremia puntual
60 1 — .
Viremia esporadica
40 - B Viremia continua
20 1
O T 1

Pacientes totales Pacientes CMV +

Figura 20. Distribucidn de los pacientes segun tipo de viremia presentada.

Se realizd un estudio de las caracteristicas de las viremias continuas por periodos post-
TPH, cuando aparecia la primera deteccién de CMV. Teniendo en cuenta la reconstitucién
inmunoldgica de los pacientes, se establecieron 4 periodos post-TPH (dias): <15; 15-45, 46-90 y
>120, analizando en los mismos incidencia, duracion y carga viral, medida tanto en log/ ml sc

como en log/ leu (Tabla 10).

Tabla 10. Caracteristicas de las viremias de los 103 pacientes con replicacidn continua de CMV.
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Dias post-TPH CMV+(%) Duracidn (1C95%) Cvmax-sc (1C95%) Cvmax-leu (1C95%)

<15 29 (28.1) 84475 (55,5-112,5) 4+1,3 (3,5-4,4) 4,2+1,2(3,7-4,6)

15-45 45 (43,7) 108+96,8 (2-324) 4,3+1,1 (3,9-4,6) 3,7¢1,1(3,3-4,1)

46-90 15 (14,6) 63+72,34(7-276) 3,840,7 (3,4-4,2) 3,410,8 (2,9-3,8)

>120 5(4,8) 7696 (0-195,2) 4,5%1 (3,2-5,7) 4,4%1,2(2,9-5,9)
p <0,0001 ns ns 0,046

Centrandose en los primeros periodos, si aplicamos la carga viral en log/ ml sc, se
observa que ronda los 4 log en todos los periodos (p=ns). Sin embargo, si medimos la carga
viral por log/leu, pasa de 4,2%1,2 en el periodo temprano a 3,4+0,8 en el periodo tardio
(p=0,046). En el ultimo periodo el tamafio muestral era muy pequefio para hacer comparacion.
La representacidn de las cargas virales segln se analizaron en log /ml sc y en log/leu segun los

dias post-TPH se observan en la Figura 21.

10 A

W Log copias/sc W Log copias/leu

Carga viral

<15d 15-45 d 46-90 d >120d <15d 15-45d 46-90 d >120d
Dias post-TPH

Figura 21. Carga viral en sangre completa y leucocitos en funcion de los dias post-TPH.

Cabe sefialar las determinaciones de replicacion de CMV después de 120 dias post-TPH,
las viremias se presentan en solo 5(4,85%) de los pacientes pero con unas cargas virales altas.

A continuacion se analizaron los datos de la viremia en funcién de los periodos post-
TPH descritos, atendiendo a la edad y a las temporadas establecidas, obteniendo los datos
representados en la Figura 22.

Teniendo en cuenta la edad, se puede comprobar que las viremias persisten en 6 (6%)
de 10 pacientes menores de 15 afios con CMV detectables, en 66 (65,3%) de los 101 TPH entre

15-59 aflos y en 31 (91,2%) de los mayores de 59 afios (p=0,012).
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Figura 22. Viremias continuas de CMV segun la edad (p=0,012).

4.2 VIRUS EPSTEIN BARR: EPIDEMIOLOGIA Y MARCADORES VIRALES

Como en el caso del CMV, se incluyeron en el estudio 208 pacientes, de los que fueron
valorables 206 (119 hombres y 87 mujeres) de los que se estudiaron 7103 muestras. Se detectd
viremia por VEB en 861 (12,12% muestras) pertenecientes a 143 (68,75%), pacientes de los
que 78 (54,55%) eran hombres y 65 (45,46%) mujeres.

La primera viremia se detecto a los 72,6+72,9 dias post-TPH (rango 3-347) y con una
carga viral de 3,5+0,8 log/ml sc (rango 1,8-6,2).

Al igual que en anterior estudio, suprimiendo las muestras detectadas para la primera
viremia después de 105 dias, se encontrd que la primera viremia aparecié a los 40£23,04 dias

post-TPH (rango 1-105). Se estudié la viremia en funcion del sexo, edad, tipo de TPH y

temporadas de estudio establecidas (Tabla 11 y Figura 23).

Tabla 11. Datos generales de la viremia por VEB segln sexo, tipo de TPH, edad y temporadas

establecidas.

VEB+ (%) 12Positiva Cvmax (og/ml sc) p
Total 143 (68,7) 72,6+72,9 [3-347] 3,5+0,8[1,8-6,29]
Total adaptada* 113 (54,8) 40,8+23,04 [1-105] 3,5+0,9 [1,8-6,30]
Sexo Hombres (n=119) 78(54,5%) 5143 [5-196] 3,39+0,77 [1,8-4,9] ns
Mujeres (n=87) 65(45,4%) 68165 [8-329] 3,740,9 [2,6-6,3]
Tipo de TPH DE (n=81) 53 (65,43) 61.8466,1 [53-321] 3,4+0,8 [2-6,1] 0,005
DNE (n=113) 86 (76,11) 72,5+67,8 [3-329] 3,610,8 [1,8-6,3] <0,001
Haplo (n=12) 4(33,33) 217,8+123,6 [105-347] 2,9+0,5 [2,5-3,7]
Edad (afios) <15 (n=19) 8(42,1) 51+39 [5-116] 3,9+1,06 [2,7-5,6] 0,013
15-59 (n=144) 107 (73,3) 75,9476 [3-347] 3,5+0,8 [2,04-6,3] ns
>60 (n=43) 28 (65,1) 65,7+65 [8-300] 3,5+0,8 [1,8-5,9]
Temporada 2011-2013 (n=71) 50 (70,4) 72,6£72,2 [8-329] 3,440,8 [2,7-6,1] <0,001
2014-2016 (n=58) 44 (75,8) 79,8+75,1 [5-321] 3,7+0,8 [1,8-6,2] ns
2017-2019 (n=77) 49(63,6) 66,1+72,4 [3-347] 3,45+0,8 [2,04-5,9]
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Figura 23. Distribucion de los pacientes con viremia por VEB segun sexo, edad y temporada establecida.
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Figura 24. Distribucién de los pacientes por Sexo (H, hombres, M mujeres), tipo de TPH, edad y
temporada establecida en funcidn de: a) dias post-TPH de la 12 muestra positiva y b) carga viral en
log/ml sc.

Como se puede observar, en los menores de 15 afios,el VEB se detectd en el 42,1%
pero el nimero de pacientes era pequeno, por lo que se analizaron todas las variables sin tener
en cuenta la edad ni el sexo.

También se observd esta limitacidn en los pacientes trasplantados haploidénticos,
donde ademas la media de aparicion de la replicacion fue a los 217 dias.

Los datos evolutivos correspondientes a la primera viremia (en dias post-TPH) y a la
maxima carga viral detectada (en log/ml sc) aparecen representados en la figura 24 por sexo,

edad, tipo de TPH y temporadas de estudio establecidas.
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4.2.1 Caracteristicas de las viremias en el VEB

Se estudiaron las caracteristicas de las viremias, si se presentaban como replicaciones
continuas o esporadicas. Fueron 84 (40,7%) los pacientes los que presentaron una viremia
continua y 59 (28,6%) los que presentaron una viremia puntual. Los resultados de incidencia y

carga viral en en log/ ml scy en log/ leu aparece reflejados en la Tabla 12.

Tabla 12. Distribucidén de las viremias en funcion de las caracteristicas de las viremias (continuas o
puntuales).

Dias post-TPH VEB+ (%) 12Positiva Cvmax-sc (IC95%) Cvmax-Leu (IC95%)
Viremi
iremia 84(40,7) 59,2455 [5-329]  3.8+0,85(1,88-6,3)  3,08+0,84 (1,2-5,4)
continua
0-30d 22(10,6) 3,840,6 (2,8-4,9)  2,9+0,87 (1,22-4,48)
30-90d 51(24,7) 4,240,8 (2,7-6,3)  3,2%0,85 (1,5-5,4)
>90d 11(5,8) 3,840,4 (3,1-4,5) 3,06+0,7 (2,2-4,2)
Viremia 59(28,6) 91,7489 [3-347]  3,16+0,62[2,1-4.9]
puntual

0-30d/ 30-90d/ >90d 18/ 18/ 23
p ns 0,008 <0,001 ns

Se puede observar que las viremias continuas aparecen a los 59,2455 post-TPH de
media, con una carga viral de casi 4 log y las puntuales a los 91,7489 (p=0,008), con una carga
viral de 3 log.

aparecia con una distribucién similar en todos los periodos, pero las viremias
continuas tienen mayor incidencia entre los 30-90 dias post-TPH. La distribucion de las viremias
esporadicas y continuas, respecto al nimero total de pacientes y respecto a los pacientes VEB

positivos, aparecen representadas en la Figura 25.
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Figura 25. Distribucidn de los pacientes con viremia por VEB continuas y espordadicas.
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4.2.2 Relacion del VEB con el CMV

Atendiendo a que la infeccidon por CMV se presenta en la misma proporcidn pero

primero que el VEB en el post-TPH,[ 46,6458 (IC 95% 26-33) vs 72,6%72,9 (IC 95% 60-84);

p=0,0002].

Se planted estudiar a los pacientes que presentaron replicacién de ambos virus para

saber si la viremia del VEB es una variable dependiente o no asociada a la viremia por CMV.

De los 208 pacientes estudiados para CMV y VEB, el nimero de ellos con ambos virus

positivos fue de 105 (50,4%). De 143 pacientes con VEB positivo, 38 (18,26%) no tenian

replicacion por CMV. Con el fin de estudiar la relacidon entre ambos virus, se analizaron los

datos de replicacidn por VEB para la 13viremia, la duracion de la misma, asi como la carga viral

(medida en log/ leu), en funcion de las viremias por CMV continua y esporadicas o ausencia.

resultados se reflejan en la Tabla 13.

Tabla 13. Episodios y viremias de CMV y VEB (dias post-TPH) y carga viral (Leu).

VEB+(%) 12viremia Duracién Cvmax(Leu)

VEB total CMV continuo 92(44) 72+70[5-347] 32,9+63[1-318] 3,9+1[2,5-6,9]
(n=208) CMV esporadico  13(6,3) 91+66,8[9,4-279] 36+56[1-176] 3,7+1[2,4-5,3]

CMV negativo 38(18) 71+75,9[5-129] 21430[1-129] 3,540,8[1,8-6,1]
VEB continuo  CMV continuo 56(66,7) 53+48[5-264] 90+103(8-355] 440,7[2,7-6,9]
(n=84) CMV esporadico  7(3,4) 107+91[40-279] 65+63[7-176) 440,7[2,3-6,8]

CMV negativo 21(25) 68+60[18-236] 26+31[1-129] 3,8+0,9(1,8-6,1]
VEB esporadico CMV continuo 36(61,1) 80+68[5-300] - 3,5+0,6[2,5-4,9]
(n=59) CMV esporadico g3 g) 71£80[9-200] - 3,311[2,1-4,7]

CMV negativo 17(28,8) 75+94[3-321] - 3,10,6[2,2-4,4]

p 0,01 0,06

0,007

Leu: log copias/lOSIeucocitos

Cuando la replicaciéon por CMV era continua, el VEB también aparecia como viremia

continua en la mayoria de pacientes, 56 (66,7%) y ademds se presentaba mas pronto de

manera significativa (p=0,01), a los 53148 dias post-TPH (rango 5-264), respecto a los episodio

virémicos espordadicos del CMV. La distribucidn de los pacientes segun las caracteristicas de las

viremias presentadas se refleja en la Figura 26 y 27.
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Figura 26. Distribucidn de los pacientes segun las viremias de VEB en funcidn de los episodios de CMV.
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Figura 27. Aparicién y carga viral de las viremias para VEB, segun los distintos episodios de replicacién

del CMV en funcidn de: a) los dias post-TPH de la 12 muestra positiva y b) carga viral en log /ml sc.

El VEB presentaba una carga viral de 3,9+1 log/leu en los CMV continuos frente a 3,71
en los CMV esporadicos y 3,5+0,8 en los que no tenian CMV (p=0,006). También se observo
que el VEB persistente aparecia a los 53+48 dias y duraba 901103 en los CMV persistentes. Sin
embargo, en los pacientes con VEB continuo y CMV esporadicos, la aparicién del VEB era a los

107491 dias y duraba 65163 dias (p=0,007).
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4.3. OTROS VIRUS DE ALO-TPH EN SEGUIMIENTO OPORTUNISTA

Aunque el CMV es el virus protocolizado para seguimiento en el post trasplante, otros

virus son causa muy importante de infecciones agudas.

En los 208 pacientes se analizaron otros virus latentes (ADV, BK, JC, PARVO, VHHS6,

VHH7, VHS1, VHS2, VVZ), en funcion de la sintomatologia y sospecha clinica. Los resultados

correspondientes de incidencia total y por edad, primera viremia (en dias pos-TPH) y carga

viral (en log/ml sc) se muestran en la Tabla 14 y Figuras 28 y 29.

Tabla 14. Incidencia de otros virus buscados en los Alo-TPH de forma oportunista en funcion de la edad y

seguimiento.
Edad (%)
Virus Total 12 positiva Cvmax (log) Media P
9% _ <15a 15-59 a >59 a
(%) (X)
ADV 32/139 57,12474,51 4,79+2,11 34420 8/18 19/93 5/22 aaE
(23,02) [1.4-289] [1,2-6,9] [2-66) (44,4) (20,4) (22,7) ’
BK 27/118 95,42+64.27 4,2+1,4 40+19 4/11 18/82 5/25
(22,9) [10-263] [2,3-7,6] [5-68] (36,4) (21,9) (20) ns
JC 7/124 89,56167,6 4,09+1,13 47+19,7 1/11 4/83 2/30
(5,64) [11-205] [2,6-5,2] [12-66] (9,1) (4,8) (6,7)
PVB19 2/37 1/7 1/21
(5.4) 78/234 (0/12,3) (12 /57) (14.3) 4.7) 0/9
VHH6 10/46 64151 . 34,8423 4/12 5/24 1/10 ns
(21,7) [13-181] [3-60] (33,4) (20,8) (10)
VHH7 11/43 77,5+78,08 . 27,9422 4/12 6/23 1/8
(25,6) [7,4-281] [1-61] (33,4) (26,1) (12,5)
*no se tiene datos de cuantificacion
100
M Total m<15a m15-59a m>59a
44,4
-
40 1 36,4
33,4 33,4
30 1 256 « 1261
23,02 22,7 22,9 19
) 150 21,7 20,8
20 A1
14,3
12
9,1 10
10 A 6,7
Si .h i i
0 '
ADV BK JC PVB19 VHH6 VHH7

Figura 28. Incidencia de otros virus buscados en los Alo-TPH de forma oportunista en funcién de la edad
y seguimiento.
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Figura 29. Distribucidn de otros virus buscados en los pacientes TPH de forma oportunista en funcion de:
a) los dias post-TPH de la 12 muestra positiva y b) la carga viral en log /ml sc.

En los menores de 15 afios, los virus mas frecuentemente detectados fueron el
Adenovirus (ADV) en 8 (5.752%) de 18 pacientes y el BK en 4 pacientes (36,4%) y VHH6 y VHH7
en 4 pacientes (33,4%). En adultos, cabe sefialar, que también los virus con mayores tasas de
deteccion son ADV y BK (ambos por encima del 20%).

En la Figura 29 se observa que, todos los virus latentes son de aparicion tardia,
posterior a 60 dias post-TPH y las cargas virales en general son altas, por encima de 4 log. De
los virus VHH6 y VHH7 no se encontraron datos sobre carga viral, ya que hasta el afio 2016 no

se realizaba cuantificacidn de los mismos.

4.4 SEGUIMIENTO PROTOCOLIZADO DE LOS VIRUS ANTERIORMENTE CITADOS

Como se observé en los datos recogidos, el seguimiento de los virus que no son CMV ni
VEB es muy bajo, ya que solamente hay resultados recogidos en peticiones realizadas bajo
sospecha clinica. Por ello se decidid hacer un estudio protocolizado aprovechando el
seguimiento del CMV y el VEB, como se explicaba en material y métodos.

Se analizaron 582 muestras de 97 pacientes (59 hombres y 38 mujeres) en los que se
buscaron los siguientes virus, ADV, BK, JC, PVB19, VHH6, VHH7, VHS1,VHS2, VVZ y VHHS8. Los
resultados de estos virus a estudio incluyeron el CMV y VEB, para realizar los datos desde la
perspectiva de la incidencia de los mismos.

A continuacién se presentaran los datos obtenidos, de los dias post-TPH de la primera

deteccion positiva y del valor de la carga viral (en log/ml sc).
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4.4.1 Viremia por CMV

De los 97 TPH,70 (72,2%) presentaron replicacion por CMV. En el estudio del CMV de
estos TPH, ademas de los datos ya presentados, se analizaron aspectos como el seroestatus, la
utilizacidn de antiviral o la aparicién de la EICR, que también se estudiaron segun el tipo de
donante emparentado (DE n=47) o no (DNE n=48). Debido a que el numero de pacientes que
recibieron un trasplante haploidéntico era muy reducido (2 pacientes), se analizan en conjunto
con los donantes emparentados.

Viremia en funcion del seroestatus Donante/Receptor del CMV

Se analiz6 la viremia del CMV en funcion de la serologia pretrasplante
Donante/Receptor (D/R), se dividié a los pacientes en cuatro grupos (D+/R+; D+/R-; D-/R+ Y D-
/R-) (Tabla 15y Figura 30y 31).

Tabla 15. Viremia por CMV segun seroestatus pre-TPH en funcion del tipo de trasplante.

Seroestatus Tipo de TPH Total (%) 12Pos Cvmax (log)
D+/R+ (n=40) 35 (87,5) 28,8+31[2,4-139] 3,841,3[1,5-5,5]
DNE 12 (30) 22,5+19[2,4-54] 4,3+1[1,5-5,3]
DE 23 (57,6) 32+36(2,4-139] 3,541,2[1,5-5,5]
D-/R+ (n=17) 17 (100) 36+32[5-126] 4,2+1,2[1,5-6,2]
DNE 13 (76,5) 42+33[6-126] 4,2+1,3[1,5-6,2]
DE 4(23,5) 16+19[5-49] 4,2+0,8[3,4-5]
D+/R- (n=11) 9 (81,8) 43,3+34[2,4-104] 3,6%2,1[1,5-6]
DNE 6(54,5) 53,8+39[3-104] 3,5+2,4[1,5-6,6]
DE 3(27,3) 22+14[6-35] 3,9+1,9[1,5-5,5]
D-/R- (n=26) 8(30,7) 19,3+10[4,4-41] 3,2+1,8[1,5-6,7]
DNE 6(23,1) 19,8+12[4-41] 3,6%2,1[1-6,7]
DE 2(7,7) 18+2,9[15-20] 2,3%1[1,5-3,2]
p ns <0,0001 ns
100
100 1 87,5 m Total
81,8 B DNE
80 | 76,5 oF
o 57,6 54,5
40 1 30 h 30,7
23,5 23,1
20
7,7
0 T T T 1
D+/R+ D-/R+ D+/R- D-/R-
Seroestatus

Figura 30. Distribucion de viremias segln seroestatus Donante/Receptor del CMV en funcidn del tipo de
trasplante recibido.
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Figura 31. a) dias post-TPH de la 12 muestra y b) carga viral en log /ml sc, segin seroestatus
Donante/Receptor del CMV en funcidn del tipo de trasplante recibido.

El CMV se detectd a los 19,3+10 dias en los D-/R-y a los 43,3+34 dias en los D+/R- (p<0,0001)

CMV y prescripcion de antiviral

Los resultados de la deteccién de la incidencia, primera viremia (en dias post-TPH) y

carga viral (log/ml sc), segiin el TPH aparecen reflejados en la Tabla 16.

Tabla 16. Viremia de CMV segun tipo de trasplante y la utilizacion de antiviral.

Total (%) 12Pos Cvmax (log)
Tratamiento  n=16 18+15,5[2,5-54] 4,40+1,3[1,5-6,6]
DNE 11 (15,7) 21,8+17,3[2,5-54] 4,5+1,5[1,5-6,6]
DE 5(7,1) 9,93+5,9[5,3-20] 4,210,68[3,4-4,9]
:gtamiento n=54 36,7+33[2,5-139] 3,6£1,3[1,5-6,2]
DNE 27(38,5) 41#33,5[2,5-126]* 3,8£1,5[1,5-6,2]
DE 27(38,5) 31,834[2,5-139]* 3,4%1,22[1,5-5,5]
p 0,032 0,044
*p<0,0001

De los 38 DNE con viremias, 11 (33%) precisaron tratamiento antiviral frente a los 5

(15%) de los DE (p=<0,0001) (Figuras 32y 33).
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Figura 32. Viremias de CMV segun tipo de trasplante en funcién del tratamiento.
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Figura 33. a) dias post-TPH de la 12 muestra y b) carga viral en log /ml sc, segun tipo de trasplante y
tratamiento.

Mientras en los pacientes en los que se dispensd tratamiento, la viremia del CMV
comenzd a los 18+15,5 dias, en los que no fueron tratados aparecié a los 36,733 dias (p=
0,032) y la carga viral de los primeros alcanzé los 4,40+1,3 log frente a los 3,611,3 log de los

segundos (p=0,044).
4.4.2 Viremias de los virus protocolizados en funcion del tipo de trasplante

Si se analizan las tasas de replicacion de los virus protocolizados en funcién del tipo de
trasplante obtenemos los resultados para las tasas de incidencia, primeras viremias y carga viral

reflejados en la Tabla 17 y Figura 34 y 35. No se encontro replicacién positiva de VHS2 ni de

VHHS8 en las muestras analizadas.
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Como se comentd anteriormente, el nUmero de pacientes que recibieron un trasplante

haploidéntico se analizaron en conjunto con los donantes emparentados.

Tabla 17.Deteccién, dias post-TPH y carga viral (medida en log/ml sc de CMV, VEB y otros virus en

seguimiento protocolizado en funcién del tipo de trasplante DNE (n=48) y DE (n=49).

Virus Tipo TPH Total (%) 12Pos Cvmax (log)
cMmv 70 (72,16) 32,4+31[2,4-139] 3,841,4[1,5-6,36]

DNE 38 (79,1) 35,8+30[2,4-126] 4+1,5[1,5-6,8]

DE 31(63,2) 29+32[2,4-139] 3,541,1[1,5-5,5]
VEB 68 (70,1) 54,6+41[2,4-155] 3,9+0,9[0-6]

DNE 37 (77,1) 59,45+43[32-158] 410,9[2-6]

DE 31(63,2) 48,7+39,5[3-140] 3,810,9[3-6]
ADV 9(9,3) 106+46[21-161] 1,2+0,45[0,6-1,8]

DNE 5(10,4) 129+20[110-161] 1,54+0,25[1,3-1,8]

DE 4(8,2) 77+54[21-152] 0,85+0,33[0,6-1,3]
BK 13 (13,4) 111+50[31-184] 2,07£1[0,6-4,2]

DNE 5(10,4) 118+37[88-184] 1,64+1[0,6-3,3]

DE 8(16,3) 94+52(31-178] 2,03+0,94[1,3-4,2]
JC 8 (8,2) 94+66[21-178] 1,65+0,5[0,9-2,1]

DNE 2(4,2) (31/32) (1,8/2,1)

DE 6(12,2) 114+63[21-178] 1,5540,5[0,9-2,1]
PVB19 22 (22,7) 82+52[22-177] 2,541,6[0,6-7,7]

DNE 13 (13,40) 87+61[22-163] 2,341,16[0,9-5,4]

DE 9(9,27) 76+39[28-120] 2,95+2(0,6-7,8]
VHH6 38 (39,1) 70+44[20-186] 1,4540,96(0,6-6]

DNE 18 (37,5) 73+49[21-152] 1,4+0,5[0,6-2,1]

DE 19 (38,7) 67+42[20-186] 1,4741,27(0,6-6]
VHH7 53 (54,6) 83,6+49[20-175] 1,7840,61[0,6-3,3]

DNE 27 (56,2) 95+55[20-175] 1,7840,6(0,6-2,4]

DE 25 (51,1) 72+40[21-166] 1,7540,63[0,9-3,3]
VHS1 13 (13,4) 113+49[21-179] 1,6+0,83[1-3,6]

DNE 6(12,6) 106+44[54-176] 1,3+0,7[1-2,7]

DE 7 (14,3) 120+55[21-179] 1,8+0,9[1-3,6]
vvz 10 (10,3) 103+51[32-177] 1,46+0,52[1-2,7]

DNE 5(10,4) 82+51[32-166] 1,25+0,26[1-1,5]

DE 5(10,2) (>54) 1,7+0,76[1-2,7]

DNE: Donante no emparentado.
DE: Donante emparentado.
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Figura 34. Tasa de deteccidn de otros virus, CMV y VEB en seguimiento protocolizado en funciéon del tipo
de trasplante.

Las tasas de incidencia mas altas fueron del VHH6 (39.1%) y VHH7 (54.63%). También
cabe destacar la incidencia del PVB19 con un 22.68%. El resto de los virus presentaron una tasa
de deteccién por debajo del 13%. No se encontraron diferencias significativas segun el tipo de

TPH recibido.

a) 12Positiva (Dias post-TPH) b) Carga Viral

10

AV B I PVB1% VHHE VHHT ADV BK IC PvB19 VHHE VHAY

Figura 35. a) dias post-TPH de la 12 muestra positiva y b) carga viral en log /ml sc, de otros virus
buscados en los TPH de forma protocolizada.

Se pudo comprobar que, en general, todos los virus aparecieron después de 70 dias
post-TPH vy las cargas virales estudiadas fueron bajas, salvo en el PVB19 donde la media

observada fue de 2,5+1,6 log/ ml sc (rango 0,6-7,7).
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Viremias de los virus protocolizados en presencia de EICR

Se estudid la posible influencia que la EICR pudiera tener en la replicacién de todos los

virus analizados. Se valoraron los datos de 91 pacientes, de los cuales 30 presentaron EICRy 61

no presentaron clinica compatible con la enfermedad. En 6 pacientes no se registraron datos o

presentaban clinica dudosa no filiada. Los datos obtenidos se pueden apreciar en la Tabla 18 y

en las Figuras 36 Y 37.

Tabla 18. Viremias en funcién de la presencia de EICR (n=30) o no EICR (n=61).

Virus (n=91) Total (%) 12Pos Cvmax (log)
CMV (n=68) EICR + 19(63,4) 33,1+21,5[22,6-43,4] 4,7+1[4,2-5,2]
EICR- 49(80,3) 31,4433,8[21,7-41,1] 3,4+1,3[3-3,9]
VEB (n=65) EICR + 21 (70) 49,9+32[35-64] 4,2+0,9(3,7-4,6]
EICR- 44 (72,1) 56,4+44,9[42,7-70] 3,8+0,9(3,5-4,1]
ADV (n=9) EICR + 5(16,7) 123,4+30,6[85,3-161,4] 1,4+0,4[0,78-2]
EICR- 4 (6,5) 85,4+57,4[28,7-176] 1+0,3[0,5-1,6]
BK (n=13) EICR + 4(13,3) 100,3+62,9[31,4-200] 2,1+1,6[0,8-4,7]
EICR- 8(13,1) 126,1+39[93-158] 2,0+0,7[1,4-2,7]
IC (n=7) EICR + 3(10) 79,1+63,7[36,7-237] 1,8+0,3(0,2-2,5]
EICR- 4 (6,5) 120+71[7-234] 1,5+0,7[0,4-2,6]
PVB19 (n=21) EICR + 4 (13,3) 101,9+56,6[11,9-192] 4,242,9[1,4-8,8]
EICR- 17 (27,8) 73+49,7[47,5-98,6] 2,2+0,9[1,8-2,7]
VHH6 (n=33) EICR + 10(33,3) 73421[35-111,2] 1,5+0,7[0,9-1,9]
EICR- 23 (37,7) 72+42[53-90,6] 1,4+1,1[0,9-1,9]
VHH7 (n=47) EICR + 13 (43,4) 92,5+51[61-123] 1,5+0,6[1,1-1,9]
EICR- 34 (55,7) 80,4+50,3[62-98] 1,8+0,6[1,6-2]
VHS1 (n=11) EICR + 4(13,3) 100,7+69[34-211] 2,1+1,2[0,1-3,9]
EICR- 7(11,4) 118,9+55(67,2-170] 1,4+0,6[0,8-2]
VVZ (n=8) EICR + 2(6,7) - -
EICR- 6(9,8) - -

p(CMV EICR+/EICR-)= 0,0006 p(PBV19 EICR+/EICR-)=0,02
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Figura 36. Distribucién de viremias en funcion de la presencia (EICR+) o no (EICR-) de la EICR.
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Figura 37. Carga viral en log /ml sc, de otros virus buscados en los TPH de forma protocolizada
en funcion de la presencia de EICR.

En la mayoria de los virus, en lo que refiere a la incidencia y aparicién de la viremia no
se encontraron diferencias en funcién de que el paciente presentara EICR. Pero si se
observaron diferencias significativas en la carga viral para el CMV (p=0,0006) y el PVB19

(p=0,02), siendo estas mas altas si la viremia ocurrid en presencia de la EICR.

Relacién con el CMV

Se analizé6 como era la replicacion del VEB y el resto de los virus cuando se detectaba
CMV en el post-TPH. Los resultados obtenidos para la tasa de deteccién de VEB y otros virus en
seguimiento protocolizado en presencia de replicacion por CMV y en funcidn del tipo de

trasplante se reflejan en la Tabla 19 y Figuras 38 y39.
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Tabla 19. Tasa de detecciéon de VEB y otros virus en seguimiento protocolizado en presencia de
replicacion de CMV (n=70) y no replicacion de CMV (n=27).

Virus Total (%) 12Pos Cvmax (log)
VEB CMV+ 56 (80) 53,4+40,8[3-155] 3,8740,87[2-6]
CMV- 12(44,4) 59,9+46[2-152] 4+1,08[3-6]
ADV CMV+ 8(11,4) 112451[21-161] 1,22+0,49[0,6-1,8]
CMV- 1(3,7) 58 1,3
BK CMV+ 8(11,4) 135+36[88-184] 2,2+1,3[0,6-4,2]
CMV- 5(18,5) 73+47[31-152] 1,84+0,6[1,3-2,7]
i CMV+ 4(5,7) 102+77[31-178] 1,75+0,51[0,9-2,1]
CMV- 4(14,8) 85,9+58[21-151] 1,57+0,5[0,9-2,1]
+ - + -
PARVO CMV+ 19(27,1) 83+51[22-177] 2,6+2[0,6-7,7]
CMV- 3(11,1) 76+67[31-166] 2,3+1,16[1,2-3,6]
+ + - + -
VHHG cMV 22(31,4) 69+44[20-152] 1,5+1,4[0,6-6]
CMV- 16(59,3) 70+47[21-186] 1,3+0,7[0,6-2,4]
+ - + -
VHH7 CMV+ 37(52,9) 88+54[20-175] 1,76+0,64[0,6-3,3]
CMV- 16(59,3) 73+37[28-140] 1,8+0,7[0,9-3,3]
+ + - + -
VHSL cMV 7(10) 108+64[21-176] 1,4+0,76[1,0-2,7]
CMV- 6(22,2) 110+55[31-180] 1,87+1,1[1-3,6]
MV+ 4(5,7 +51[54-177 -
Wz C (5,7) 96+51[5 ]
CMV- 6(22,2) 108+52[32-173] -
100 -~
m CMV+
80,0 CMV-
80 A
59,3 59,3
60 1 52,9
44,4
40 A
31,4
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22,2 22,2
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Figura 38. Tasa de deteccion de VEB y otros virus en seguimiento protocolizado en presencia de

replicacion de CMV.
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Figura 39. Dias post-TPH y Carga viral (medida en log/ ml sc) en presencia de replicacion de CMV.

El VHH6 aparecio en 22 (31,4%) de los pacientes con CMV y en 16 (59,3%) sin CMV. Por
su parte, el VEB se encontré en 56 (80%) con replicacién de CMV y en 12 (44,4%) sin
replicacion (p<0,0001).

4.5. SARS-COV-2 EN PACIENTES TRASPLANTADOS
4.5.1 Estabilidad del ARN viral en purificados de muestras clinicas para el diagnédstico viral

Como se describié en Material y Métodos 67 muestras fueron sometidas al proceso
diagnostico habitual en el laboratorio para virus de ARN enterovirus (ETV) (n=53),
parainfluenzavirus (PIV) (n=11) e influenzavirus A (lA) (n=3) y se realizé un estudio para evaluar
la integridad del ARN viral de muestras clinicas tras su almacenaje a 4°C después de un periodo
de tiempo de trabajo estandar (7-10 dias) y la posible aplicacidon de un inhibidor para evitar su
degradacion.

A los 10 dias, a las 2 alicuotas almacenadas se les volvié a realizar la misma PCR y se
compararon los ciclos de amplificacién (Ct). Se analizaron los datos segln los grupos
establecidos por su Ct (< 20, 20-25 y 25-35 ciclos) y el tipo de virus. Las Tablas 20 y 21, asi como

la Figura 40 muestran los resultados obtenidos.
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Tabla 20. Resultados de los Ct en cada uno de los protocolos y media segun el tipo de virus.

Estandar Con inhibidor Sin inhibidor
VIRUS IA (n=3) 28,67 + 4,16[24-32] 28,34 + 3,78[24-31] 28,67 +5,13[23-33]
PIV(n=11) 23,54+ 5,80[15-30] 24,09 + 5,75[17-31] 24,18 + 5,87[17-32] ns
ETV (n=53) 22,13 +4,12[12-29] 22,79 +5,53[11-36] 23,00 + 5,25[12-34]
Total 24,78+3,44[21-28] 25,07+2,37[22-27] 25,28+2,44[22-27] ns
ETV: enterovirus; IA: Influenza A virus; PIV: Parainfluenza virus; ns: no significativo
Tabla 21. Rendimiento de las muestras de dilucién ensayadas.
n=67 Estandar Con inhibidor Sin inhibidor p
Ct: <20 18 20 17
Ciclos amplificacion (Ct) Ct: 20-25 31 25 29 ns
Ct: >25 18 22 21
Mejora 7 (10,4%) 4 (5,9%)
Ct: <20/20-25/>25 (-/4/3) (-/1/3)
Rendimiento Igual 51 (76,1%) 57 (85,1%)
Ct: <20/20-25/>25 (16/20/25) (18/24/25) "
Empeora 9 (13,4%) 6(8,9%)
Ct: <20/20-25/>25 (2/7/-) (-/6/-)

Ct: Ciclo threshold (limite de lectura)

100

m Empeora
80 Igual

m Mejora
60

85,1
40
20
o T 1

Con inhibidor Sin inhibidor

Figura 40. Rendimiento de las muestras de dilucién ensayadas.

Como se puede observar en la Figura 40, no se encontraron diferencias significativas
en el uso de un inhibidor para el tratamiento de las muestras en el periodo de trabajo de las

mismas.
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4.5.2 Caracteristicas de la replicacion del SARS-CoV-2

Como se comentd en el apartado de Material y Métodos, se analizaron 4.166 exudados
nasofaringeos de 817 pacientes procedentes del Servicio de Hematologia, para la deteccién de
SARS-CoV-2 que se clasificaron en tres grupos: grupo TPH-COVID (n=99), grupo TPH-PRECOVID
(n=216) y grupo CONTROL (n=502).

De los 817 pacientes, 148 (18,11%) fueron positivos para SARS-CoV-2. La incidencia,
tiempo de replicacién asi como los episodios de infeccidn por SARS-CoV-2 para los tres grupos

se muestran en la Tabla 22 y Figura 41.

Tabla 22. Incidencia, tiempo de replicacidn y carga viral de SARS-CoV-2 de los tres grupos establecidos y
n2 de distribucion segun el nimero de episodios de infeccion.

TPHCOVID (%)  TPH-PRECOVID (%)  CONTROL (%)

n=99 n=216 n=502 P

Episodio 12 (%) 16(16,1) 42(19,4) 101(20,1) 0,008
esporadico/<15 dias 35 (16,2) 93 (18,5) ns
>15 dias 7(3,2) 8(1,5) ns

CVmsximal(l0g) 6,8+1,80 7,87+1,45 7,43+1,70 <0,0001
Episodio 22 (%) 9(4,16) 6(1,12) ns
esporadico/<15 dias 7(3,2) 6(1,12)

>15 dias 2(0,9) - ns

tg : tiempos de replicacidn, entre paréntesis se reflejan los dias de duracién.

100 ~
Episodio 22

B Episodio 19

40

20 17

TPHCOVID TPH-PRECOVID CONTROL
Figura 41. Presencia de episodios segun los grupos de pacientes establecidos.

Los pacientes que presentaron replicacidn viral de mas de 15 dias fueron 17 (11,4%)

de los 148 y se reinfectaron 15 (10,1%).
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La presencia de un segundo episodio de replicacidn se detectd en 9 pacientes del TPH-
PRECOVID y 6 del grupo CONTROL, no se observé la presencia de segundos episodios en los
pacientes del grupo TPH-COVID.

A la vista de los resultados epidemiolédgicos en las temporadas estudiadas se decidié
estratificar los pacientes en cuatro grupos de edad: menores de 15 afios, entre 15 y 39 afios,

entre 40 y 64 y mayores de 65 afos (Tabla 23 y Figura 42).

Tabla 23. Incidencia de SARS-CoV-2 segun la edad.

Edad (afios) TPH-COVID (n=99)  TPH-PRECOVID (n=215) CONTROL (n=502) p
<15a 0/3(0,00) 1/3(33,3) 8/35 (22,8)
15-39a 1/19(5,26) 5/24(20,8) 12/71 (16,9)

40-64 a 10/37(27,03) 12/93(12,90) 20/121 (16,53) ns
>65 a 5/40(12,50) 19/95(20,00) 55/275 (20)

Los datos de los menores de 15 afios son muy pocos, por lo que no se puede valorar

adecuadamente, aunque se expresan en la Figura 42.

100 1
<15a m15-39a m40-64a 1 >65a

2

40
333
20 | 27
22,8
20,8 20 20
20 - 16,9 161
12,5 2,9

10 -
0

TPH-COVID (n:99) TPH-PRECOVID (n:215) CONTROL (n:502)

Figura 42. Incidencia de SARS-CoV-2 segun la edad.

No se encontraron diferencias significativas por edad en ninguno de los grupos
establecidos.

Finalmente se comprobd cuando ocurrieron las infecciones por SARS-CoV-2. La Tabla
24 y la Figura 43 muestran la distribucién por meses de la tasa de infeccion (en %) de los tres

grupos de pacientes.
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Tabla 24. Incidencia de SARS-CoV-2 por mes en los afios de pandemia.

ene feb mar abr may jun jul ago sep oct nov dic
2020
TPH-COVID - - 0 0 0 0 0 0 0 0 0 112(83)
TPH-PRECOVID - - 0 0 0 0 0 0 0 0 2/36(5,6) 0
CONTROL - - 0 0 0 0 0 0 0 140(25)  3I64(47)  3/74(4))
2021
TPH-COVID 0 0 0 UB(7,7) 0 0 0 0 0 0 0 2/14(14,3)
TPH-PRECOVID 3/41(7,3) 14124)  138(26) 135(2,8) 0 0 137(2,7) 0 1313,2) 0 0 145(2,2)
CONTROL 264(3)  3/58(5,2) 0 2/53(3,7) 0 0 2/47(4,2) 154(18) 0 147(2)  163(16)  6/65(9,2)
2022
TPH-COVID 4/211)  2/122(166) 0 3/14 (214) 0 116(6,2) 2/9(22,2) 0 0 0 0 0
TPH-PRECOVID  6/41(4,6)  4/44(9,) 3/40(75) 7/32(218) 2/29(69) 3/30(10) 6/28(214)  2/24(1,7) 0 2B(BA)  2B(BA)  3/13(23))
CONTROL 15/65(23,]) 10/63(15,9) 0/72(139) 9/59(55,2) 13/68(19,)  1/54(185)  8/39(205)  4/35(114)  2/28(7.)  4/28(43)  3/30(1)  3/37(8,)

100 1

20 1
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Figura 43. Estacionalidad del SARS-CoV-2 en las tres temporadas de pandemia.
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Se observé que el virus no circuld entre estos pacientes hasta octubre del 2020, el pico

de maxima deteccién aparece en los tres grupos en el afio 2022, aunque en el grupo COVID la

deteccion fue menor que en los otros dos.
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El trasplante de progenitores hematopoyéticos provoca un estado de inmunosupresion
severo y prolongado debido esencialmente a dos factores inherentes al mismo. Primero por el
procedimiento del TPH, ya que el sistema inmune debe ser reconstituido de manera
escalonada y segundo por las diversas complicaciones propias que contribuyen al agravamiento
de la inmunosupresion. Las complicaciones infecciosas de cualquier etiologia (fungica,
bacteriana o virica) son las consecuencias del sistema inmunitario deficiente. El avance en el
diagndstico de las infecciones ha hecho que el manejo precoz de las mismas mejore
considerablemente la calidad de vida y disminuya la morbilidad y mortalidad de los pacientes
TPH (Ljungman P. et al., 2008).

Los virus representan un riesgo continuo debido a la condicién innata del trasplante
(limitacidn de la inmunidad celular) y, hasta la fecha, a la carencia de antivirales efectivos que
se puedan utilizar como profilaxis. Conocer los diferentes factores de riesgo, como el
seroestatus pre-trasplante de donante y receptor, el tipo de trasplante, la enfermedad injerto
contra receptor (EICR) y las complicaciones infecciosas, permiten individualizar las estrategias
de prevencion de la enfermedad que causan los diversos virus, asi como aplicar estrategias de
profilaxis y/o tratamiento anticipado, para tratar la infeccion antes del desarrollo de
enfermedad (Boeckh M. et al., 2003; Locatelli F. et al., 2016).

Las infecciones virales mas frecuentes en los TPH son las producidas por los agentes del
grupo Herpesvirus y dentro de ellos los mas relevantes clinicamente son la infeccion por CMV,
por VEB y por VHS1. Su caracteristica principal de mantenerse latentes en el organismo una vez
ocurrida la primoinfeccién, representa un peligro potencial, sobretodo en pacientes con
alteracién de la inmunidad como son lo TPH. Y estas reactivaciones pueden conllevar
enfermedades graves e incluso la muerte del paciente. Fan J. et al., 2016; Styczynski J. et al.,
2018).

Aunque CMV y VEB siguen siendo los agentes infecciosos principales y controlados con
un protocolo clinico-viroldgico en el post-TPH, los avances tecnoldgicos han permitido
identificar y cuantificar otros virus latentes de importancia clinica: Adenovirus, Poliomavirus
BK y JC, virus Herpes Humano tipo 6 , virus Herpes Humano tipo 7, parvovirus , virus Herpes
Simple tipo 1, virus Herpes Simple tipo 2 o virus Varicela-Zoster.

En el HUCA, los TPH experimentaron un considerable avance al final de la primera
década de este siglo cuando se impulsé una Unidad especifica que se dotd con medios y
personal capacitado suficiente.

En el presente trabajo se pretendié conocer el alcance de la infeccidn de los virus
anteriormente mencionados en los TPH, asi como analizar los posibles factores que afectan a

su replicacion, seguin los datos recogidos en la seccién de Virologia del HUCA en la ultima
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década, basandose en el seguimiento clinico-virolégico de la Unidad anteriormente
mencionada.

Los resultados han sido analizados considerando primeramente la infeccién y/o
enfermedad por CMV y VEB, asi como la relacién entre ellos. Posteriormente se han analizado
los datos correspondientes a otros virus en seguimiento oportunistas y finalmente se han

evaluado los virus en un seguimiento protocolizado.

La fase final de estudio de los datos de esta tesis coincidid con la aparicién del SARS-
CoV?2, su diseminacidn mundial y la declaracién de la pandemia, que afectd, en mayor o menor
medida todo tipo poblaciones. Esta circunstancia obligaba a incluir un apartado final para

conocer el alcance de la infeccidn por el virus en el grupo de TPH.

Infeccion por CMV en el TPH

El CMV continda siendo la principal preocupacién (dentro del ambito de las
infecciones) en los pacientes que han recibido un trasplante de progenitores hematopoyéticos.

La primoinfecciéon por CMV suele ocurrir en la infancia y generalmente es asintomatica
en personas inmunocompetente. Una vez resulta esa infeccién, como todos los Herpesvirus,
permanece en estado de latencia en las células que infecta. En la actualidad se estima que el
60-70% de la poblacidn ha estado en contacto con el virus y ha producido la respuesta inmune
correspondiente. Esta seroprevalencia aumenta progresivamente con la edad (Ory M. et al.,,
2001; Styczynski J., 2018).

Las circunstancias que se presentan en el post-TPH favorecen que el CMV pueda pasar
de su estado de latencia a producir una infeccion con enfermedad asociada. Su reactivacion
después de un TPH alogénico, puede llevar a enfermedades graves, con una mortalidad
importante (Griffiths PD et al., 2009; Sellar RS. Et al., 2015; Smedbraten YV et al., 2014).

De hecho, la infeccién por CMV es la infeccion viral mds frecuente y con mayor morbi-
mortalidad en este tipo de pacientes. Su incidencia oscila entre el 30% y el 70% (Auger et al.,
2014; Ljungman et al., 2019; Styczynski et al., 2016; Teira et al., 2016). Esta variabilidad se
puede explicar por factores como las caracteristicas del donante y receptor, los tipos de
inmunosupresores utilizados o el momento del post-TPH analizado. Incluso pueden influir en
estas variaciones el tipo de técnica diagndstica que se utilice, aunque en la actualidad todas
ellas se basan en la deteccidn/cuantificacién gendmica por su alta sensibilidad y especificidad
(Sanbonmatsu S. et al., 2014).

En este estudio de casi 10 afios, la incidencia de infeccion por CMV global alcanzd casi

el 70%, en el margen superior del valor umbral segin se puede comprobar en distintos
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estudios y en los resultados de distintas sociedades cientificas como la SEIMC (Torre-Cisneros J,
et al., 2005). Hay que tener en cuenta que la edad media de los pacientes era de 45 afios,
donde la prevalencia es relativamente alta.

Como se comentaba anteriormente, uno de los factores que pueden aumentar la
incidencia de replicacion viral es la procedencia de los progenitores hematopoyéticos: los
donantes no emparentados favorecen la infeccidén (Styczynski J. et al., 2018). No fue el caso en
este estudio.

Otra caracteristica que podia influir en la infeccién por CMV era el estado serolégico del
donante y del receptor (Fagundo J. et al., 2021). El estado seroldgico de donante y receptor es
el principal factor de riesgo de infeccion por CMV en el trasplante alogénico, especialmente
cuando el receptor es positivo, independientemente del tipo de trasplante (Cesaro S. et al.,
2018; Cho BS et al., 2013; George B. et al., 2012; Luo et al., 2014; Morayta E. et al., 2018).

Estos argumentos se corroboran con los datos de este trabajo, donde Ia
reactivacidon/infeccién de CMV se constata en 52 de los 57 receptores seropositivos y sélo en
17 de los 37 receptores seronegativos.

En el caso de los pacientes de riesgo alto-intermedio, cuando el CMV latente se
reactiva, el sistema inmune no tiene memoria frente al CMV y como vemos en nuestro estudio
la incidencia es alta. En los pacientes de riesgo intermedio, con donante seropositivo para el
CMV, los linfocitos memoria CMV especificos hacen que aunque la respuesta sea deficitaria
pero mas eficaz que si no hubiera memoria inmunoldgica, lo que se comprueba con una
incidencia algo menor, pero no significativamente. La diferencia significativa se observa en la
incidencia de receptores seronegativos que reciben progenitores de donantes también
seronegativos.

Cuando se analizaron estas variables en un grupo de pacientes controlados, tampoco se
observaron diferencias notables entre los grupos.

Variables como la edad o el sexo también pueden favorecer en alguna medida a la
replicacién del CMV. En términos globales, tampoco estas variables influyeron en la infeccidn.

Como el manejo de los pacientes pudo cambiar en mas de una década del estudio, se
estratificaron los pacientes por temporadas. En los datos globales se observa un descenso de la
incidencia a medida que pasa el tiempo. La practica continua y el mejor conocimiento de todos
los procesos del trasplante redundan, obviamente, en un mejor manejo de los TPH y por
consiguiente, en un descenso de las infecciones.

Esta disminucidn fue mds acusada en los trasplantados mdas jovenes. Sin embargo, el
escaso numero de este grupo no permite obtener conclusiones categoéricas. Introducir otras

variables en el estudio como el seroestatus o el tipo de trasplante como postulan otros autores
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(Morayta-Ramirez A. et al; 2018) tampoco ayudaria a obtener nuevas conclusiones por el
escaso numero de pacientes.
En cualquier caso cabe sefialar que la incidencia de la infeccion por CMV es alta pero

dentro de los limites descritos y va descendiendo a medida que se adquiere experiencia.

En cuanto a la aparicidon de la infeccidn, el CMV se detectd, por término medio, al mes
y medio tras el trasplante, pero con una desviacion grande y en un rango muy amplio. Si se
tenian en cuenta los datos de los primeros cuatro meses, donde el virus provoca mayores
problemas, la primera viremia se detectaba en el primer mes post-TPH, independientemente
del sexo, la edad, el tipo de trasplante o la temporada de estudio. Esto se corresponde con los
datos encontrados en general en la mayoria de los trabajos donde indican que la reactivacién
viral por CMV puede iniciarse en cualquier momento pero la mayor incidencia de reactivacion e
infeccion ocurre antes del primer mes (Fagundo J. et al., 2021). De hecho hay que resefiar que
en 5 pacientes TPH la replicacién empezd después de los 120 dias de haber realizado el
trasplante.

La replicacion temprana del CMV se relaciond con los receptores seronegativos que
recibian progenitores de un donante seronegativo y aparecio incluso antes que en los grupos
de mayor riesgo (receptores seropositivos), donde el CMV se detecté sobre el mes post-
trasplante, como se indicaba antes. A pesar de esta precocidad en la viremia, en este grupo (D-

/R-) la infeccidn no presentaba altos indices de replicacidn.

La replicacidn del virus no fue homogénea en todos los pacientes. El tipo de episodio
virémico se definid como continua o persistente, esporadica o por blips y puntual. El tipo de
viremia podria usarse como marcador prondstico, ya que quizas un analisis de la diversidad de
la viremia por CMV podria ser util como marcador auxiliar para estimar el riesgo de viremias
prolongadas de CMV y poder adaptar de forma individualizada la estrategia de tratamiento
anticipado.

La mayoria de los pacientes con replicacién por CMV presentaron un episodio virémico
continuo. Ademads esta circunstancia se relaciond con la deteccidn precoz de la infeccion. Asi
pues, el control estrecho y continuo de la infeccién en el primer mes post-trasplante puede
anticipar una actuacién sobre el receptor que evite el mantenimiento de la infeccion y la
gravedad de la misma.

Por otra parte, en el contexto del TPH alogénico, los blips suelen desarrollarse como
primeros episodios de viremia por CMV en ausencia de tratamiento anti-CMV (Huntley D. et
al.,, 2020). Se sabe muy poco sobre la incidencia y la evolucién viroldgica de este tipo de

episodios en el contexto del TPH alogénico y lo que es mas importante, sobre su efecto en los
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resultados clinicos (Lodding, I. et al., 2020). La acumulacién de blips sugiere una replicacion
intermitente de bajo nivel y, es prudente confirmar la replicacidon en curso, para iniciar o no
tratamiento antiviral, ya que se ha documentado que los episodios aislados de viremia se
producen con bastante frecuencia en el alo-TPH y segun diversos autores se pueden asociar a
fracaso inmunitario o aparicidn de resistencias a antivirales.

En este estudio observamos que sélo 42 (alrededor del 20%) presentaron viremias
esporadicas o puntuales, 27 de los cuales lo hicieron de manera puntual (12 antes de los dos
meses y 15 después de los tres meses post-TPH) y en la mayoria estos episodios aparecieron
de forma tardia. Pero, dado que el nimero de pacientes que replican de manera esporadica
con varios episodios no es bajo, quizas se deberia ampliar la monitorizacién semanal en un
periodo de dias post-TPH mds amplio, ya que estas viremias pueden ser marcadores

importantes para una infeccién posterior (Lodding I. et al., 2020).

El tratamiento antiviral anticipado como estrategia terapéutica frente a CMV en los
pacientes alo-TPH ha resultado ser eficaz en la reduccion de enfermedad y los efectos adversos
derivados de los farmacos anti-CMV actuales (principalmente mielotoxicidad). La
monitorizacién viroldgica de CMV es la piedra angular que sustenta el tratamiento antiviral
anticipado y diversos estudios sugieren, que un inicio temprano de la terapia adelantada, esta
asociado con una corta duracién de la viremia y una menor mortalidad asociada.( Giménez E.
et al.,, 2014; Tan SK. et al., 2017). Por tanto, existe la necesidad de establecer un criterio 6ptimo
que permita identificar a aquellos pacientes que requieren la instauracién de tratamiento
anticipado para controlar la replicacion de CMV.

Desde hace ya mucho tiempo el manejo de la infeccién por CMV no se puede realizar
solo con la presencia o ausencia del virus, sino que es necesario cuantificar dicha infeccion para
conocer la cinética de crecimiento del virus. Incluso la OMS establecié en el afio 2010 un
estandar internacional expresado en unidades internacionales por mililitro (Ul/mL) ( Fryer JF.
et al.,, 2016). Sin embargo, estos estandares han cambiado ya que, con las técnicas mas
sensibles utilizadas actualmente, las muestras de sangre completa presentan valores mas
precoces y mas altos que la muestra de plasma, porque detecta tanto virus intracelulares (en
leucocitos) como libres.( Abdul-Ali D. et al., 2011; Kraft CS. et al., 2012). Pero incluso se puede

intentar dar afinar en esa deteccion y distinguir la cantidad de virus por leucocitos.
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La infeccidon por CMV al igual que el trasplante, evoluciona de manera escalonada y
dindmica. En el TPH se pueden objetivar tres periodos: trasplante precoz (menos de 30 dias
post-TPH), intermedio (entre 30 y 90 dias post-TPH) y tardio (mas de 120 dias post-TPH). En
este estudio se modificaron esos periodos para contemplar el prendimiento o recuperacién
hematoldgica que ocurre a partir del dia 10 o dia 14 post-TPH, cuando empiezan a aparecer los
primeros leucocitos, reticulocitos y plaquetas. Por eso se establecieron los andlisis antes de los
15 dias, entre 15 y 45 dias y posteriores.

En el Hospital Universitario Central de Asturias (HUCA), el tratamiento anticipado o pre-
emptive es la principal estrategia utilizada para prevenir la enfermedad orgédnica por CMV y el
punto de corte para la instauracion del tratamiento no se basa en el nimero de copias/ml de
sangre completa, sino que se tiene en cuenta el nUmero de leucocitos, lo cual permite iniciar el
tratamiento en el momento correcto. En este estudio se pudieron comprobar las diferencias
entre estos marcadores virales.

Cuando se analizo la carga viral medida en copias (log) por ml de sangre completa no se
encontrd ninguna diferencia entre los TPH en los periodos anteriormente mencionados. Sin
embargo, cuando se hacia la correccion del contaje de virus por leucocitos se podia comprobar
que la replicacion era mas activa en el primer periodo de aplasia (antes de 15 dias post-TPH) vy
que esto reflejaba mejor la situacidon del paciente y permitia adoptar estrategias de terapia
anticipada adaptada a las circunstancias de cada momento del TPH y de cada paciente.

Aplicando este criterio se observa que se instaurd el tratamiento antiviral de manera
precoz en aquellos pacientes con carga viral alta medida en copias (log) por leucos (log/ leu) y
que luego no fue necesario, aplicando los protocolos establecidos. Estas diferencias no se
hubiesen objetivado si se hubiese tenido en cuenta la carga viral por ml de sangre completa. Y
se hubiese retrasado en al menos una semana la actuacién sobre los pacientes si se hubiese
utilizado una muestra de plasma (Gracia-Ahufinger I. et al., 2010; Lisboa LF. et al., 2011).

El tratamiento antiviral se instauré mds frecuentemente en los donantes no
emparentados que en los emparentados.

Si se analizan los datos de carga viral segln el seroestatus, también se constatd que
era algo mayor en los pacientes de alto riesgo, aunque no se encontraron diferencias
significativas.

Uno de los grandes problemas a los que se enfrenta el TPH es a la aparicidn de la EICR.
Esta puede retrasar la reconstitucion inmune CMV-especifica post-TPH (Sellar RS. et al., 2015).
Se han publicado datos controvertidos en cuanto a dicha relacion (Akahoshi V. et al., 2020;

Gimenez E. et al.,, 2016). Estos resultados discrepantes podrian explicarse por las variaciones
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entre estudios en varios parametros, como las caracteristicas clinicas de los pacientes, la
naturaleza del régimen de profilaxis de la EICR empleado vy, sobre todo, el método empleado
para la monitorizacién del CMV. Pero un estudio reciente retrospectivo, observacional y
multicéntrico de 632 pacientes sometidos a TPH alogénico de sangre periférica en 20 centros
espafioles con monitorizacién de la carga de ADN del CMV en plasma o sangre total, sugiere
que los TPH presentaron un mayor riesgo de EICR tras la aparicion de viremia por CMV.
(Bueno F. et al., 2021).

En el presente estudio la EICR acontecié en uno de cada tres TPH y si se observé una
relacidn con una replicacién mas activa del CMV, con mayor carga viral.

Si la replicacion del CMV representa un marcador de riesgo de riesgo o es un factor
causal esta fuera del alcance de estudios observacionales, pero plantea una importante via de
investigaciones futuras.

Una vez mas, la carga viral se presenta como el mejor marcador para evaluar el estado

del paciente.

Anteriormente se comentd que se observé replicacion de CMV después de 120 dias
post-TPH en 5 pacientes. Este periodo se clasifica como post-trasplante tardio y comprende
desde los 3 meses hasta practicamente un afo post-TPH: entre los 90 y los 180 dias tiene lugar
la reconstitucién inmunitaria de las células T lo que es un factor importante relacionado con el
riesgo de contraer infecciones; a partir de los 6 meses se inicia la reconstitucion de los
linfocitos B de manera lenta, que se puede prolongar entre 2 y 5 afios después del trasplante.
La infeccion tardia por CMV no se registra habitualmente. Boeckh et al (Boeckh M. et al 2009),
constataron un aumento de infeccion tardia por CMV después de los 100 dias del TPH, con
unas tasas de incidencia que se situan entre el 4%-15% lo que se corresponde con lo
encontrado en nuestro estudio (4,85%). Por su parte Vallejo M et al (Vallejo M.et al., 2018),
observaron que reactivaciones posteriores al dia 100 post-TPH se acompafiaban de un retraso
funcional en la reconstituciéon inmunoldgica. Otros autores destacan la importancia de realizar
el diagndstico en post trasplante tardio, ya que parece que el desarrollo de la enfermedad
tardia tiene la misma mortalidad que en la forma precoz (Boeckh M. et al., 2003; Corre E. et al.,
2010; Moins-Teisserenc H. et al., 2008).

En este estudio, la tasa de infeccidn tardia por CMV era del 2%, algo inferior al que se
mencionaba anteriormente, pero los TPH presentaban una carga viral alta, similar a la carga
viral del primer periodo post-TPH, con lo que parece necesario mantener el control de la
infeccion hasta el afio post-trasplante, o, al menos, considerar su presencia ante disfunciones

inmunoldgicas o clinicas compatibles.
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Infeccién por VEB en el TPH

La reactivaciéon del virus de Epstein-Barr también es frecuente en el post-TPH y puede
causar complicaciones graves, como el trastorno linfoproliferativo postrasplante (Diop et al.,
2012). Segun los estudios publicados, la incidencia varia mucho, con cifras que van desde 0,1%
hasta el 72,0% (Styczynski et al, 2016, Wei N. et al., 2021). Al igual que en la deteccion del CMV,
variaciones tan importantes entre estudios podrian ser secundarias a las distintas técnicas
utilizadas, asi como de las caracteristicas del donante y receptor, de los tipos de
inmunosupresores utilizados y del momento del post-TPH analizado.

En este estudio, al igual que para el CMV, la incidencia del VEB vuelve a estar en el
limite alto de lo publicado en la literatura, 68,75%, ratificando datos anteriores. Como ya se
comentaba anteriormente, la poblacién estudiada son adultos que superan los 40 afios, donde
la prevalencia de la infeccidn es alta (Styczynski et al., 2016). De hecho, en los menores de 15
afios se encontrd que la incidencia era mas baja que en los mayores, posiblemente asociado
con la seronegatividad en los paises desarrollados hasta la adolescencia como indican algunos
autores (Plata L. et al.,, 2018). La incidencia también fue mas baja en los trasplantes
haploidénticos, pero como ya pasaba con la infeccién del CMV en algunos andlisis, la escasa

cantidad de individuos en este grupo impide obtener resultados concluyentes.

A diferencia de lo que ocurrié con el CMV, en la incidencia de la infeccién por VEB no se
encontraron diferencias significativas por temporada.

Si se analiza la primera deteccidon del VEB en cada TPH, se puede comprobar que su
aparicion ocurre a los dos meses y medio del trasplante, mas tardia que el CMV. Si, como en el
caso anterior, se suprimen las infecciones que aparecen después de los 105 dias, el comienzo
de la viremia se observa a los 40 dias post-TPH. En cualquier caso, siempre posterior a la
infeccién por CMV (Anderson C. et al, 2020).

Resulta sorprendente que la viremia por VEB aparezca primero en hombres que en
mujeres. Y por el contrario, en mujeres alcanza una replicacion viral mas activa. Estos datos
estdn basados en un grupo nada desdefiable de pacientes, pero no se encuentra una
explicacion convincente, salvo que la seroprevalencia en mujeres sea mayor que en hombres
para la misma edad, como ya apuntaron otros autores (Garcia et al., 2019; Winter et al., 2019).
Se puede pensar que se repliquen mas tarde pero con mayor carga viral por ser el grupo de
riesgo con defensas inmunoldgicas limitadas.

En el analisis de los datos se puede comprobar que los menores de 15 afios presentan
antes la infeccion que el resto de TPH. Y por el contario, en los TPH-haploidéntico no se

detecta el virus hasta pasados los 200 dias post-trasplante. Ninguno de los dos resultados se
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deben considerar como concluyentes porque la poblacion de estudio es muy pequefia (19y 12
individuos). Se necesitarian nuevos trabajos que corroborasen estos datos y si fuesen ciertos,
adoptar las medidas oportunas para controlar la infeccidon (sobre todo en los TPH de menor

edad).

Las viremias en el VEB aparecieron mayoritariamente como episodios continuos o
persistentes, pero en una proporcion menor que en el caso del CMV (40% vs 50%). De hecho,
el nimero de muestras con replicacién viral de VEB fue la mitad que en el CMV.

Esta viremia persistente aparece un mes antes y con mayor carga viral que en los
episodios puntuales en los episodios continuos. Pero no hay que obviar los casos de viremia
puntual cuando son tan frecuentes. Viremias puntuales que pueden estar condicionadas por
los protocolos de seguimientos cortos y que pueden acabar en procesos graves, como se
apuntaba anteriormente en las viremias puntuales por CMV.

Por eso, cobra especial relevancia la deteccion del VEB y el hecho de no interrumpir el
protocolo de seguimiento muy pronto, como ya se apuntaba anteriormente. O, al menos,
sospechar su presencia en episodios compatibles con este tipo de infeccidn, sobre todo en los

periodos tardios, que superen los 4 meses desde el trasplante.

El CMV y el VEB son los virus con repercusion clinica mas estrechamente relacionados
y parece existir una relacién bidireccional entre ambos, ya que la reactivacién de uno esta
significativamente asociada con la reactivacién del otro (Einsele et al., 2020 ; Fan et al., 2016).

Diversos autores estudiaron que la coactivacion de CMV y VEB después de alo-TPH
podria conducir a peores resultados clinicos en comparacién con aquellos con reactivacién de
un solo virus. Song y colaboradores encontraron que en comparaciéon con los pacientes que
solo reactivaban CMV o VEB, la coactivacidon del CMV y el VEB era un factor de riesgo de
mortalidad precoz en pacientes sometidos a TPH alogénico (Chiereghin et al., 2019; Green et
al., 2013; Song T. et al., 2014).

En este trabajo ya se ha comprobado que la viremia por CMV aparece sobre el primer
post-trasplante, antes que el VEB que aparece unos 15 dias después, lo que estd de acuerdo
con la mayoria de estudios consultados. ((Anderson C. et al, 2020; Sia IG. Et al., 2000; Singh N.
et al.,, 2005). Por ello, se evalué la replicaciéon del VEB en funcién del CMV. Y se pudo
comprobar que la viremia por VEB era mas frecuente cuando habia replicacion del CMV y que
esa replicacion era mas activa, lograba mayor carga viral (medida en log copias/ leucocitos).

Incluso se podia hacer un examen mas exhaustivo y comprobar que si la viremia por

VEB era temprana y habia replicacién de CMV persistente, esa viremia por VEB se convertia
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también en continua y podia durar hasta 90 dias desde su aparicién. Por tanto, ante una
replicacién por CMV continua, la aparicién del VEB sugiere una situacién que se debe manejar
con cuidado ya que puede llevar aparejado una replicacién persistente de ambos virus.

Estos datos amplian y confirman los estudios de los autores sefialados anteriormente,
que sefala a la coactivacién como un factor de riesgo en el TPH (Chiereghin et al., 2019; Green
et al,, 2013; Song T. et al., 2014). Este dato se refuerza con el de que en ausencia de CMV, el

VEB se presentaba con una carga viral significativamente mas baja.

Infecciones por otros virus oportunistas

Ademads del CMV y el VEB, otros virus son causa muy importante de infecciones en el
TPH como ADV, VHH6, VHH7, Polyomavirus BK o JC, o parvovirus B19. La reactivacion de estas
infecciones latentes tras un Alo-TPH se ha asociado a diversos sintomas, como erupciones
cutaneas, fiebre, neumonitis intersticial, supresion de la médula dsea, encefalitis y EICR (Fan J.
et al., 2016; Gotoh, M. et al., 2014).

En este trabajo, en los 208 pacientes se analizaron otros virus latentes, cuyo
diagndstico se baso en peticiones realizadas bajo sospecha clinica y su sintomatologia. De esta
forma, aunque no se siguieron todos los virus por igual ni se hicieron estudios seriados de la
infeccion de manera protocolizada como en el caso del CMV y VEB, la incidencia fue relevante,
con porcentajes superiores al 20% de ADV, BK, VHH6 y VHH7. En el protocolo clinico-viroldgico
del HUCA se suelen incluir en el estudio ADV (aunque no de forma continua ni seriada) y VHH6
en ninos, y Poliomavirus BK en adultos.

En el andlisis de los datos de este control oportunista sélo cabe resefar que el ADV
aparecid mas frecuentemente en nifios (TPH menores de 15 afos). Todos ellos aparecieron
después de los dos meses del trasplante y alcanzaron una carga viral mayor que en el caso del
CMV vy el VEB. Este resultado es |dgico ya que, como se comentaba anteriormente, su busqueda
se realizo, en la mayoria de los casos, por presentar patologia compatible. En el caso del CMV o
del VEB, el seguimiento activo protocolizado permitié adelantarse a los problemas y a permitir

que la infeccion adquiriese relevancia, en la medida de lo posible.

Para evitar este tipo de sesgos, se aprovechd el seguimiento del CMV y el VEB, y se
realizaron cuantificaciones gendmicas de estos virus latentes seriadas para comprobar sus
tasas de replicacion. En este seguimiento también se analizé la influencia de la procedencia de
los progenitores (donante no emparentado o emparentado junto con haploidénticos) y su

posible relacidon con la Enfermedad Injerto contra receptor. En esta serie, los datos de CMV y
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VEB, como era légico esperar, mostraron una incidencia similar al estudio completo de los casi

diez afios de estudio, rondando el 65-70%.

La reactivacidn por ADV tras el alo-TPH puede cursar como una infeccién asintomatica,
enfermedad localizada (cistitis hemorragica, colitis o neumonia) y/o enfermedad diseminada
(Vallejo Ruiz, M. et al., 2018). Ison et al encontraron que la incidencia del ADV oscila entre un
5-40% en los alo-TPH y que aparecia después del tercer mes post-trasplante asociada a una
mortalidad del 20-80% de los casos (Ison M. et al., 2006). Se consideran factores de riesgo, la
deplecion de células T, la presencia de EICR, la linfopenia y la edad, donde Affranchino Py
colaboradores constataron como en el TPH pediatrico era una causa importante de
morbimortalidad (Affranchino P., et al, 2010).

No existe consenso sobre la monitorizacion de la viremia en pacientes post-TPH,
aunque segun la European Conference on Infections in Leukemia, se recomiendan monitorizar
semanalmente las viremias por ADV en pacientes con un factor de riesgo o mas (Matthes-
Martin S. et al., 2012). Otros autores recomiendan la monitorizacién a todos los pacientes post-
TPH, ya que se ha descrito una correlacién entre la carga viral y la mortalidad asociada a la
enfermedad por ADV (Lindemans C. et al., 2010)

En este estudio la incidencia en el ADV fue alta en el seguimiento oportunista (23%) vy
disminuyd en el seguimiento protocolizado (9%), pero no demasiado, a pesar de que no
hubiese patologia asociada. Esta incidencia alcanzd valores del 44% en los TPH menores de 15
anos. Por lo tanto, no estaria mal incluir su seguimiento por su importancia clinica y por su alta
incidencia, al menos en los TPH jévenes. Y estos protocolos deberian realizarse al menos hasta
el cuarto mes post-trasplante, ya que en el caso del ADV su deteccién media fue pasados los
tres meses. Y teniendo en cuenta que alguno ya se encontrd en el primer control, por lo que
podrian protocolizarse desde el comienzo del seguimiento.

No se observé ninguna asociacién con el tipo de trasplante, con el EICR ni con la

replicacién del CMV.

Los Poliomavirus BK y JC, tras la infeccidon primaria también permanecen latentes y
pueden reactivarse como consecuencia de la inmunosupresion. Ambos establecen infecciones
asintomaticas persistentes con reactivaciones en el tracto urinario, que se asocian con la
cistitis hemorragica de comienzo tardio en los TPH. Son mds frecuentes en los TPH infantiles
(Hayden RT. Et al., 2015; Kloos RQ et al., 2013)

En el seguimiento oportunista, la incidencia del virus BK llegd al 20% y del virus JC al

10%. Esta incidencia disminuyd en el seguimiento protocolizado al 13% y 9% respectivamente,
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un porcentaje nada desdefiable y que también aconseja seguir periddicamente. Y como en el
caso del ADV, este seguimiento debe extenderse al menos hasta los cuatro meses post-
trasplante, ya que su aparicién media esta los 100 y 80 dias respectivamente. Como en el ADV,

tampoco se encontrd ninguna otra asociacidén con las variables analizadas.

La infeccidn crénica o persistente por parvovirus B19 se ha descrito como causa de
anemia aplasica en receptores de TPH. Eid A. y colaboradores realizaron una revision de 96
casos durante un periodo de 16 afos, en la que se puso de relieve la importancia de Parvovirus
como causa de anemia refractaria y grave en pacientes trasplantados (Eid A. et al., 2006). Esta
sintomatologia no fue frecuente en los TPH ya que sdlo en 37 se tuvo la necesidad de su
diagndstico. Y sélo en dos de ellos encontré el virus. Al realizar el protocolo seriado,
sorprendié la frecuencia con la que se encontré el virus (22%) y aparecia un poco antes de los
tres meses post-trasplante. Ademds, en la EICR la carga viral era mds alta que en los TPH que
no presentaban dicha afeccién.

Por la gravedad de la patologia que puedan provocar, una vez se deberia plantear

incluir el seguimiento del Parvovirus en el protocolo clinico-virolégico de los TPH.

Desde hace tiempo se sabe que las infecciones viricas en receptores de trasplantes, en
particular las debidas a Herpesvirus, pueden ir seguidas de una cascada de complejas
interacciones con el sistema de defensa del huésped que pueden facilitar las infecciones
debidas a otros virus o potenciar su patogenicidad. Debido a la importancia de virus de la
familia como el CMV o el VEB y por la ya conocida influencia en el TPH de otros Herpesvirus,

todos ellos se incluyeron en el protocolo de seguimiento seriado Fan J. et al., 2016).

La reactivacion de VHS1 y VHS2 puede producirse tanto precoz como tardio después
del TPH, aunque el riesgo real ha disminuido drasticamente por el uso de la profilaxis con
aciclovir (Marr K. et al., 2012), profilaxis que también afecta a la infeccion por VZV. De hecho,
en los pacientes del seguimiento oportunista no se constaté presencia del VHS1, del VHS2 o
del VVZ, aunque en estos casos, el diagndstico de la infeccién pudo realizarse por otros
métodos o en otro tipo de muestras.

En el protocolo del seguimiento seriado, el VHS1 alcanzé valores de incidencia del 14%,
pero con una aparicion muy tardia, con una media de cuatro de meses, y con una carga viral
muy baja, que puede corresponder a una replicacidn sin trascendencia clinica. No se encontro
ninguna muestra con replicacion positiva para el VHS2, resultado que se repitié para el VHHS.

En el caso del VVZ, era esperable encontrar replicacién activa por la frecuencia de

reactivacién que suele tener el virus provocando un Herpes-Zéster. El VVZ, tiene una incidencia
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estimada entre el 17 y el 50% y causa una gran morbilidad en el TPH. Tipicamente provoca
infecciones tardias, después de los 120 dias post-TPH. Ademas, los TPH tienen un alto riesgo de
complicaciones relacionadas con el VVZ, como la sobreinfeccidn bacteriana, la cicatrizaciény la
neuralgia postherpética (De S. et al., 2015). Antes del uso del aciclovir profilactico, la incidencia
de encefalitis en los pacientes con infeccidn aguda por VVZ se estimaba entre el 4% y el 20%
(Maffini E, et al., 2017). Otros estudios han evidenciado que, mas que evitar la re-infeccién por
VVZ, |a profilaxis con aciclovir o ganciclovir lo que hace es retrasar la infeccién (Steer CB et al.,
2000).

En el seguimiento protocolizado, la incidencia para el VVZ fue del 10,3%, lo que
concuerda con los datos consultados, y aparece sobre los tres meses desde el trasplante. Por
ello, aunque hoy en dia habria que analizar la aplicacién de las recientes vacunas en el
contexto del TPH y de que la profilaxis parece efectiva, el virus también se podria seguir de
manera protocolizada para anticiparse a las complicaciones clinicas, por lo menos a partir del

segundo mes después del trasplante.

Por ultimo, los VHH6 y VHH7 estdn estrechamente relacionados con el TPH y con la
infeccién por CMV, que como se ha visto, es la infeccion que mayor morbi-mortalidad provoca
en este tipo de pacientes.

Affranchino P y colaboradores afirman que la infeccidn por CMV no es un factor de
riesgo evaluado habitualmente, pero que estudios de coinfeccidn viral demuestran que es
frecuente y se asocia con cuadros clinicos mas graves (Affranchino P., et al, 2010). En varios
estudios en los que se examinaron las relaciones entre los herpesvirus, se observd que los
herpesvirus se activaban entre si, mientras que la infeccion por CMV parecia desencadenar la
coinfeccion por VHH6 y/o VHH7 y viceversa (Gotoh, M. et al.,, 2014). Varios estudios en
receptores de trasplantes han demostrado que la coinfeccién por VHH6 y CMV es frecuente y
modula la expresion de la enfermedad debida a cualquiera de los dos virus (De Ofia M, 2002;
Galarraga M, 2005; Quintela A. et al., 2016). Fan J y sus colaboradores demostraron que la
infeccion preexistente por VHH6 se asocid a tasas mas bajas de infeccion por CMV y del mismo
modo, la infeccidn preexistente por CMV fue protectora frente a la infeccién por VHH6 (Fan J et
al., 2016). Pero otros autores aseguran que la coinfeccién por VHH6 y CMV es frecuente y
modula la expresion de la enfermedad debida a cualquiera de los dos virus (Rogers J et al.,
2000). Por ultimo, Singh N. y colaboradores realizaron un estudio sobre los efectos
moduladores de los herpes virus en receptores de trasplantes, en el que seialaban, entre las
interacciones mas frecuentes, el CMV con VHH6, como efecto inmunosupresor de los virus

coinfectados (Singh N. et al, 2005).
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Los sintomas clinicos asociados a las reactivaciones del VHH6 pueden considerarse
inespecificos. En el post-TPH, como en cualquier paciente inmunodeprimido, puede provocar
fiebre, rash cutdneo, diarrea, ademas de sintomas secundarios a hepatitis, encefalitis,
mielosupresion e implante tardio o fallo del implante (Ogata M. et al., 2013). Ademas, parece
gue el VHH6 puede precipitar algunas complicaciones del TPH, como la EICR, aumentando por
tanto la mortalidad relacionada con el TPH (Ciceri F. et al.,, 2016). Por otra parte las
enfermedades clinicas debidas directamente al VHH7 son menos frecuentes y son mas
frecuentes en pacientes pediatricos (Fule-Robles J. et al., 2014).

Por ello, con esa clinica poco especifica o concreta, ambos virus se buscaron menos de
lo que podria esperarse. Alun asi, fueron objeto de estudio en un quinto de los TPH y su
incidencia resultd importante: 22% en VHH6 y 26% en VHH7.

Cuando estos Herpesvirus se buscaron en un protocolo seriado tasa de replicacién del
VHHG6 subid casi el doble, hasta 39,1% vy la del VHH7 subidé mas del doble y llegd al 54,6%.

Las cargas virales fueron mas bajas que las encontradas anteriormente, debido
también a no ser seguidas en la infeccion activa. Ambos virus aparecen algo mds tarde que el
VEB, sobre los dos meses postrasplante. Y quizas porque esa busqueda continua y en ausencia
de una clinica compatible, la tasa de replicacion (la carga viral) de cada virus fue muy baja.

Y también resultdé una sorpresa comprobar que, a diferencia de lo que se postulaba
anteriormente sobre la relacidon con el CMV, en el VHH6 la incidencia se duplicaba en los
pacientes donde no se encontraba el CMV.

Para ratificar este dato y por su alta incidencia, seria interesante incluir la deteccién de

estos virus en los protocolos clinicos —viroldgicos y realizar un estudio mas amplio.

Infeccidon por SARS-CoV-2

El comienzo del aifio 2020 trajo consigo un virus que provocd un colapso mundial.
Nadie auguraba, por aquel entonces, que el organismo causante de una neumonia que
afectaba a cinco individuos en Wuhan (China) desencadenase una pandemia (James W. et al.,
2022; Trilla A.et al., 2020).

La infeccion por SARS-CoV-2 en los alo-TPH se ha considerado, de manera consensuada
como un mal prondstico, con alta mortalidad que depende en gran medida de las
comorbilidades, la enfermedad hematoldgica activa, trasplante reciente (menos de 6 meses) y
la gravedad de la infeccidn.

Busca A. y colaboradores encontraron que los factores asociados a un mayor riesgo de
mortalidad fueron la edad de 50 afios o mas, la presencia de 3 o mas comorbilidades, la

enfermedad hematoldgica activa en el momento de la infeccién por COVID-19, el desarrollo de
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COVID-19 en los 12 meses siguientes al TPH y las infecciones graves/criticas. Aunque también
verificaron que el tipo de TPH, la intensidad del régimen preparatorio, la presencia de EICR
antes de la infeccion por COVID-19 no se asociaron, en general, con un aumento de la
mortalidad (Busca A. et al., 2023).

Algunos trabajos han establecido la incidencia del SARS-CoV 2 en TPH en un 22-42%
(Busca A. et al., 2023; Ljungman P. et al., 2022; Sharma A. et al., 2021).

En un estudio multicéntrico realizado en Espafia entre el 20 de febrero y el 13 de julio
de 2020 en Espafia, impulsado desde la ONT y donde se incluyeron 778 receptores de TPH y
TOS (trasplantados de drgano sélido) encontraron una tasa de incidencia, del orden del 15%.
Ademds encontraban una incidencia del 3% en pacientes en el post-TPH inmediato (antes de 1
mes, incluyendo pacientes receptores TOS). La tasa de mortalidad global fue del 27%, donde
en el 93% de los casos era atribuible a COVID-19. No se encontraron diferencias por sexo o tipo
de inmunosupresidn, aunque si la mayoria de los trasplantados estudiados tenian mas de 60
afios. Cabe destacar que estos datos son antes de la aplicacion de las vacunas (Coll E. et al,
2020).

Con el propdsito de tener una idea clara de la repercusidon del SARS-Cov2 en los TPH del
HUCA, se distinguieron dos grupos: aquellos que llevaban menos de 6 meses de trasplante o
que realizaron el trasplante en plena pandemia y donde se suponia que el virus podia tener
mayor repercusion, y TPH con mas de 6 meses de trasplante. Ademas se afadié un grupo
control de pacientes no TPH atendidos en el Servicio de Hematologia durante ese periodo.

En el andlisis de los datos sorprende que la incidencia registrada durante los tres afios
del estudio sdélo llegd al 16% en los TPH recientes, menor que cualquier estudio resefiado,
incluido el espafiol. Y esa incidencia era menor que los TPH mas antiguos, que llegaba al 18% y
al grupo control, que alcanzaba el 17%. Y ambos grupos también se mantenian por debajo de
las cifras publicadas por otros estudios mencionados anteriormente (Busca A. et al, 2023; Coll
E. et al,, 2020; Sharma A. et al., 2021; Ljungman P. et al., 2022;).

Quizas el dato mas preocupante que apuntaba el estudio de Coll E y colaboradores, era
que esa incidencia aumentaba con la edad, pero no tanto en el grupo de mayores de 65 afios,
sino en el de 50 a 65 afios. En este grupo alcanzaba el 27%, datos dentro de lo esperado, pero
altos para el conjunto de nuestros pacientes.

Estas diferencias en cuanto a tasas de deteccién pueden ser por diversos motivos: el
uso basal de inmunosupresion, comorbilidades subyacentes y el contacto frecuente con
profesionales sanitarios. Tampoco hay que olvidar que estos pacientes podian tener mas
probabilidades de ser diagnosticados cuando presentan sintomas, ya sea por una

sintomatologia clara que los individuos inmunocompetentes, o por un seguimiento mas
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estrecho en el centro de trasplantes. Estas variables no fueron analizadas en profundidad. Y
también puede ser que los pacientes, a partir de un momento determinado, relajasen sus
medidas de proteccidén.

Y esto puede ser asi, porque cuando se analiza el momento en que se adquiere la
infeccién se puede ver como antes de noviembre de 2021, la incidencia periddica apenas
superaba el 8%. No es hasta esa fecha, con la pauta de vacunacion completada y la llegada de
la variante Omicron cuando la incidencia alcanza valores mensuales de hasta 22% en los TPH
recientes. Busca y colaboradores también apuntaron esta subida de incidencia con el tiempo,
encontrando un 20% de infectados entre febrero-diciembre del 2020 y del 42% entre enero-
marzo 2022 (Busca A. et al., 2023).

Los datos de esta tesis recogen que el virus no circulé entre ninguno de los grupos
hasta octubre del 2020 y que el pico de méxima deteccién aparece en los tres grupos en el afo
2022 y oscilé entre el 7 y el 23%. En los trasplantados recientes no hubo apenas incidencia por
SARS-CoV-2 y no se registré la presencia de segundos episodios.

Por otra parte, es importante sefalar que no hubo reinfecciones en los TPH recientes y
fueron muy pocas en los TPH mas antiguos (4%). Y por otra parte, los episodios de infeccion,
por regla general eran cortos, menos de 15 dias. Sélo en 9 TPH antiguos estos episodios fueron
mas prolongados. Este dato podria explicarse por la rapidez en el diagndstico y la rdpida y
eficiente atencidn clinica.

Reconocemos las limitaciones de nuestro estudio inherentes al disefo retrospectivo.
No podemos excluir un posible sesgo de seleccién en el registro de los pacientes. Nuestro
estudio presenta una heterogeneidad significativa en cuanto a las diferentes variantes (salvaje,
delta y dmicron), cada una de ellas con diferentes caracteristicas, ademas de no tener en
cuenta datos sobre vacunacion. En este sentido, es de suma relevancia comprobar como la
vacunacion tras un TPH disminuyd la gravedad de la enfermedad COVID-19 en este grupo
vulnerable de pacientes. Pero, en cualquier caso, los datos parecen indicar que los TPH en el

HUCA tuvieron un diagndstico y un control correcto que minimizé la infeccién de SARS-Cov2.

Precisamente, uno de los grandes problemas del diagnéstico de las infecciones virales
por métodos de deteccidn gendmica es mantener intacto el ADN o el ARN (principalmente este
ultimo). Aunque las muestras siempre se trabajan en condiciones de maxima seguridad y con
reactivos que no dafan la estructura del genoma, la continua manipulacién de la muestra para
llevar a cabo el diagndstico y/o caracterizar los virus presentes, puede conducir a una
degradacién del mismo vy esto podria provocar una disminucién de la sensibilidad de las

técnicas utilizadas, incluidas las técnicas de amplificacién. Diversos estudios han demostrado
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que los inhibidores de ribonucleasas presentan un amplio espectro de actividades inhibitorias
contra las ARNasas, protegiendo eficazmente el ARN durante los procedimientos de
laboratorio. Su utilizacién podria ser una solucién para minimizar los problemas de
conservacion del ARN.

Precisamente antes de la llegada del SARS-CoV-2 y porque los virus ARN son muy
frecuentes y daninos, se habia realizado un estudio para evaluar la integridad del ARN viral de
muestras clinicas en el laboratorio de Virologia del HUCA. En ese trabajo, se evalud la
integridad del ARN viral tras su almacenaje a 4°C, después de un periodo de tiempo de trabajo
estandar (7-10 dias), y se analizé la eficacia y el rendimiento de un inhibidor de ARNasas para
evitar su degradacién. Segun los datos obtenidos, no resulté imprescindible, en el periodo de
tiempo en el que se trabajaron las muestras procesar la muestra con este inhibidor. En algin
caso disminuyd ligeramente el rendimiento, pero tanto en las muestras con y sin inhibidor. Es
importante sefialar que ninguna muestra resultd indetectable después de 10 dias (Dickson, K.A.
et al., 2005)

Asi pues, en plena explosion de la pandemia, con el estrés generado para obtener un
diagndstico rapido y fiable, no fue necesario ningln procesamiento extra para mantener

intacta la sensibilidad y especificidad diagndstica.

En resumen, este trabajo corrobora que el CMV y el VEB son virus frecuentes y que

pueden causar trastornos importantes en los TPH y por tanto, deben seguir estudidndose

dentro de un protocolo clinico-viroldgico que podria prolongarse (de una forma mas o menos
continua), mas alla de los cuatro meses de mayor riesgo de infeccién viral. Ademas, virus como
VHH6, VHH7 o Adenovirus podrian formar parte de ese protocolo. Caracteristicas del TPH
podria sugerir la inclusién de otros virus latentes. En cualquier caso, siempre estos protocolos
son dindmicos y tienen estar pendientes de los avances que se vayan produciendo en el campo
del control y seguimiento de la infeccidn viral, como la aparicién de nuevos antivirales que se
pueden utilizar en tratamiento o como profilaxis.

También parece ldgico pensar que el seguimiento se debe realizar con un marcador
sensible y especifico. Y en este caso, la carga viral expresada en leucocitos parece el marcador
mas adecuado.

Finalmente, en este trabajo se pudo comprobar que el SARS-Cov2 no afectd mads a este
tipo de pacientes que lo hiciera con otros grupos poblacionales y que estuvieron controlados
en todo momento, lo que evitd un incremento de la incidencia y mayor nimero de

complicaciones.
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La viremia por Citomegalovirus presentd una incidencia alta que disminuyd con los
anos de estudio. Se presenté al mes del trasplante y su precocidad se relacioné con la

persistencia de la replicacidon, que era mas frecuente en los TPH de mayor edad.

El CMV aparecié antes en los receptores seronegativos que recibieron progenitores
hematopoyéticos de un donante negativo, pero con una replicacién muy baja. Y se
objetivd una replicacion mds activa en los TPH que desarrollaron una enfermedad
Injerto contra receptor. También fue mas precoz en los pacientes que precisaron

tratamiento antiviral.

La carga viral expresada en copias por leucocitos representd mejor relacién entre la
replicacién del CMV v la situacién del paciente, que expresada por mililitros de sangre

completa.

El virus de Epstein-Barr alcanzd una incidencia similar al CMV, pero comenzd su
replicacién en el segundo mes postrasplante, también con viremias persistentes, que

fueron menos frecuentes que en el CMV.

La viremia por VEB continua, que alcanzaba una carga viral mas alta que la viremia
esporadica, fue mas precoz y duré mas tiempo si también estaba replicando el CMV de

manera persistente.

Los virus latentes no CMV ni VEB, aparecieron en el segundo mes postrasplante y con

cargas virales discretas.

El Adenovirus fue el virus con mayor incidencia entre los virus latentes en el
seguimiento oportunista, sobretodo en TPH menores de 15 afios. Sin embargo, en el
seguimiento protocolizado, los virus mas frecuentes fueron el VHH6 y el VHH7, con
unos porcentajes que podrian sugerir su inclusion en el protocolo clinico-virolégico,

sobre todo por su relacidn con el CMV.

La tasa de infeccién por SARS-CoV-2 no fue alta, ocurrié por igual en TPH recientes que
antiguos y otros pacientes del Servicio de Hematologia y fue mas elevada en la ultima
ola, cuando circulaba la variante dmicron. No fueron frecuentes las reinfecciones ni las

infecciones prolongadas.

Para estudios de deteccidon gendmica (ARN) que se realicen en un periodo de trabajo
habitual en un laboratorio de Microbiologia (10 dias) no es necesario afadir

preservantes.
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