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Introduccion

CONTEXTO DEL PROYECTO DE TESIS DOCTORAL

Este trabajo de doctorado se engloba en el marco de un proyecto de investigacion
financiado por el Subprograma de Proyectos de Investigacion en Salud de la Convocatoria
2016 de la Accion Estratégica en Salud 2016-2019 (PI16/01415), con un subproyecto
anidado; y en un proyecto de investigacién concedido por el Programa de Dinamizacion
de la Investigacion Biosanitaria de Cantabria — Programa de Apoyo a Investigadores
Emergentes “Next-Val” (NVAL21/18). Todos los proyectos cuentan con la aprobacion del
Comité de Etica de la Investigacion con medicamentos y productos sanitarios (CEIm) de

Cantabria y de los comités de los centros participantes.

El proyecto PI16/01415, “Impacto de la colonizacion intestinal por enterobacterias
multirresistentes en las infecciones sistéemicas, EICH y mortalidad de pacientes
receptores de trasplante alogénico de médula osea. Estudio ENTHERE-SCT” (cédigo
CEIm: PI16/01415), cuya investigadora principal es la Dra. M. Carmen Farifias Alvarez,
es un estudio multicéntrico de cohortes prospectivo, llevado a cabo en cinco hospitales
del territorio nacional, tres de los cuales participaron también en el subestudio de la
microbiota intestinal, “Estudio del microbioma intestinal, su composicion, variaciones, e
implicacion en el desarrollo de infecciones y enfermedad injerto contra huésped en
pacientes receptores de trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos. Estudio

MICROBIOMA-SCT” (c6digo CEIm: 2017.112).

El proyecto NVAL 21/18, “Composicion del microbioma intestinal y su implicacion en
el desarrollo de infecciones y enfermedad de injerto contra huésped en pacientes
receptores de trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos. Estudio MITAPH”
(codigo CEIm: NVAL21/18), finalizado en octubre de 2023, cuya investigadora principal
es Claudia Gonzalez Rico, es un estudio multicéntrico en el que, a partir de la cohorte de
pacientes incluida en el estudio ENTHERE-SCT y MICROBIOMA-SCT, se ha estudiado
el efecto de la composicion de la microbiota intestinal en la evolucion de estos pacientes
hasta el afio postrasplante. Este proyecto se ha llevado a cabo en dos de los hospitales

participantes en dichos proyectos.
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JUSTIFICACION

Las complicaciones infecciosas en pacientes receptores de un trasplante de
progenitores hematopoyéticos (TPH), especialmente en el periodo post-TPH
precoz, contintian siendo una de las principales causas de morbi-mortalidad
tempranas, junto con la recidiva, la enfermedad injerto contra huésped (EICH)

aguda, la toxicidad del tratamiento y el fracaso del injerto.

En los ultimos afios, se ha visto un incremento de las infecciones por
microorganismos resistentes a antimicrobianos, consideradas por la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) una de las principales amenazas para la salud publica
en la actualidad. Destaca la particular amenaza de las bacterias gramnegativas
multirresistentes (MR), incluidas en el listado de patdogenos con prioridad critica,

especialmente los pertenecientes al orden Enterobacterales.

El uso de antimicrobianos de amplio espectro es un factor de riesgo conocido para
la colonizacion y propagacion de enterobacterias MR (EMR), afectando
particularmente al campo de la hematologia, ya que los pacientes con neoplasias
hematologicas reciben antimicrobianos de forma frecuente tanto para profilaxis

como tratamiento.

Los pacientes con infecciones por microorganismos MR son mas propensos a
recibir tratamiento antibidtico empirico inadecuado, lo que se ha asociado con un

aumento de la mortalidad.

La alteracion de la microbiota intestinal durante el TPH se ha relacionado con una
peor evolucion clinica de los pacientes trasplantados, en términos de mayor

numero de infecciones, eventos de EICH y una mayor mortalidad.

Por tanto, es fundamental conocer la resistencia de la flora local y el estado de

colonizacion de los pacientes para lograr un tratamiento inmediato adecuado. La

microbiota intestinal tiene un papel protector frente a patégenos, pero durante el alo-TPH

se produce una desregulacion de estas comunidades microbianas. Los estudios existentes

sobre microbiota se centran principalmente en el periodo de neutropenia, justificando

investigaciones a largo plazo para determinar si la reduccion de la inmunosupresion

permite la recuperacion de la microbiota basal y cambios en la colonizacién por EMR,

reduciendo asi las infecciones y la EICH.
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1.1. TRASPLANTE DE PROGENITORES HEMATOPOYETICOS

1.1.1. Fundamentos del trasplante

La investigacion en este campo surgié con el objetivo de intentar reparar los efectos
producidos por la radiacion tras observar la mielosupresion (afeccion en la que disminuye
la actividad de la médula 6sea) que ocasionaba en los supervivientes de los bombardeos

nucleares de 1945 en Hiroshima y Nagasaki (Japon) (1).

El objetivo del trasplante de progenitores hematopoyéticos (TPH) es restaurar la funcioén
medular del paciente mediante la administracion de células progenitoras hematopoyéticas
de un donante sano para recuperar el correcto funcionamiento de la hematopoyesis,
proceso bioldgico que da lugar a la formacion de las células sanguineas a partir de un
precursor celular comun, conocido como célula madre hematopoyética o stem cell (figura
1) (2-4). Alteraciones en este proceso, en cuanto a la composicion, cantidad o morfologia
de células sanguineas generadas, producen una serie de enfermedades conocidas como

enfermedades hematologicas (4).

Hematopoiesis
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Figura 1. Esquema simplificado del proceso de hematopoyesis. Fuente: Foucar K, 2018 (4).
Se observan los diferentes estadios de diferenciacion celular desde la célula madre
hematopoyética, precursora comun, hasta los diferentes tipos de células sanguineas ya maduras y
funcionales.
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Siguiendo el principio de que altas dosis de radiacion/quimioterapia podrian erradicar la
enfermedad hematoldgica y suprimir el sistema inmune del paciente permitiendo que
aceptara las células de un donante; Thomas ED et al. (5), en 1957, demostraron que la
médula 6sea de un donante podia ser infundida de manera segura e injertarse en un

paciente con leucemia. Aunque finalmente la leucemia recidivo.

Posteriormente, en 1958, el grupo de Mathé G (6) intent6 aplicar el trasplante de médula
Osea en seis trabajadores de una central nuclear accidentalmente expuestos a irradiacion
corporal total. Cuatro de los trabajadores sobrevivieron, aunque las células del donante

unicamente persistieron de forma transitoria.

Se sucedieron varios intentos de aplicar este procedimiento sin éxito durante la década de
los 60. Bortin M (7), en 1970, recogio los resultados publicados de 200 TPH realizados
entre 1957 y 1967, en los que todos los pacientes habian fallecido, bien por fallo del
injerto, enfermedad injerto contra huésped (EICH), complicaciones infecciosas o
recurrencia de la enfermedad. No fue hasta la segunda mitad de la década de los 60 cuando
comenzaron a obtenerse resultados prometedores gracias al refinamiento de los
tratamientos de acondicionamiento, a la comprension del sistema de antigenos
leucocitarios humanos (“human leucocyte antigen”, HLA) y el papel de la

histocompatibilidad entre donante-receptor, y al control de la EICH.

Hoy en dia, los TPH constituyen una terapéutica establecida para gran variedad de

enfermedades que afectan a la médula 6sea (8) (tabla 1).

1.1.1.1. Etapas y clasificacion de los trasplantes
El TPH es un término que engloba distintos procedimientos y se puede dividir en una

serie de etapas (2, 3, 9):

Valoracion pretrasplante del paciente.

o Seleccion del donante y extraccion de células progenitoras hematopoyéticas.
e Acondicionamiento.

o Infusion de células progenitoras hematopoyéticas.

e Seguimiento post-TPH y control de complicaciones.
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Tabla 1. Indicaciones actuales del alotrasplante y autotrasplante. Fuente: Conde Garcia E et

al., 2017 (2).
Alotrasplante ‘ Autotrasplante
Enfermedades adquiridas
Leucemias  agudas  (leucemia  aguda | Mieloma multiple

mieloblastica y leucemia aguda linfoblastica)
Sindromes mielodisplésicos

Sindromes mieloproliferativos

Leucemia linfoide crénica

Linfomas (Hodgkin y no Hodgkin)

Mieloma multiple

Hemoglobinuria paroxistica nocturna
Aplasia medular grave

Linfomas (Hodgkin y no Hodgkin)
Leucemias agudas
Amiloidosis
Enfermedades autoinmunes
Tumores solidos:

Neuroblastoma

Tumores germinales

Sarcoma de Ewing

Sarcoma de partes blandas

Enfermedades congénitas

Inmunodeficiencia combinada grave
Talasemia mayor

Anemia de Fanconi

Anemia de Blackfan-Diamond
Neutropenia de Kostmann

Sindrome de Wiskott-Aldrich
Enfermedad granulomatosa crénica
Osteopetrosis

Otras inmunodeficiencias congénitas

En la fase de valoracion pretrasplante se comprueba el estadio en el que se encuentra

la enfermedad del paciente, la indicacion existente para llevar a cabo el trasplante y las

comorbilidades y posibles factores de riesgo presentes, de manera que se pueda evaluar

el potencial riesgo-beneficio de la realizacion del procedimiento. Para ello se aplican

distintos indices de riesgo especificos:

- Indice de comorbilidad especifico para el trasplante de células hematopoyéticas

(“Hematopoietic Cell Transplantation-specific Comorbidity Index”, HCT-CI)

(tabla 2). Evalta el impacto de las diferentes comorbilidades del paciente en la

mortalidad del procedimiento, estableciéndose tres grupos de riesgo con

diferentes porcentajes de mortalidad a los 2 afios no debida a recidiva o

relacionada con el TPH: bajo riesgo (0 puntos): mortalidad del 14%; riesgo

intermedio (1-2 puntos): mortalidad del 21%; y alto riesgo (=3 puntos):

mortalidad del 41%.
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Tabla 2. indice de comorbilidad del TPH (HCT-CI score). Fuente: Carreras E et al., 2022
(10); adaptado de Sorror M et al., 2005 (11).

Comorbilidad/definicion Puntos
Edad >40 afios 1
Arritmia 1
Fibrilacion auricular o flutter, sindrome del seno, arritmia ventricular

Cardiaca )
Enfermedad coronaria, insuficiencia cardiaca congestive, IAM, FE <50%
Enfermedad inflamatoria intestinal 1
Enfermedad de Crohn o colitis ulcerosa que ha requerido tratamiento

Diabetes 1
Que requiere insulina o antidiabéticos orales en las 4 semanas previas al TPH
Cerebrovascular 1
ACYV, o AIT o trombosis cerebral

Enfermedad psiquiatrica 1
Depresion o ansiedad u otros, requiriendo tratamiento (no a demanda)
Enfermedad hepatica leve

Hepatitis croénica, bilirrubina >1,5 x VN o AST/ALT >2,5 x VN 1
VHB previa o infeccion por VHC

Obesidad 1
IMC >35 kg/m?

Infeccion previa

Infeccion al ingreso que requiere continuar con el tratamiento después del dia | 1
0 del TPH

Enfermedad pulmonar moderada

DLCO y/o FEV1 66—-80% o disnea de minimos esfuerzos
Enfermedad reumatologica

Lupus sistémico, artritis reumatoide, polimiositis, polimialgia reumatica, | 2
enfermedad del tejido conectivo

Ulcera péptica )
Diagnostico endoscopico o radioldgico (no aplicable si solo reflujo o gastritis)
Renal )
Creatinina >176 mmol/L, didlisis o trasplante renal previo
Neoplasia previa’ 3
Cualquier neoplasia, excluyendo el cancer de piel distinto al melanoma
Valvulopatia cardiaca

. . , . 3
Diagnosticada, excepto el prolapso de valvula mitral
Enfermedad pulmonar grave 3
DLCO y/o FEV1 <65%, disnea de reposo o necesidad de oxigeno domiciliario
Enfermedad hepdtica grave 3

Bilirrubina 25 x VN 0 AST/ALT 25 x VN o cirrosis

IAM, infarto agudo de miocardio; FE, fraccion de eyeccion; ACV, accidente cerebrovascular; AIT, accidente
isquémico transitorio; VN, valor normal; AST, aspartato-aminotransferasa; ALT, alanina-transaminasa;
VHB, virus de la hepatitis B; VHC, virus de la hepatitis C; IMC, indice de masa corporal; DLCO, capacidad
de difusion pulmonar para el mondxido de carbono; FEV 1, volumen espiratorio forzado en el primer segundo.

La puntuacion final se obtiene a partir del sumatorio de todas las comorbilidades presentes en el paciente.
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'En la version més reciente se incluyen también en esta categoria tumores hematologicos de estirpe diferente
al que motiva el trasplante (ej. Linfoma previo en paciente con LMA, pero no SMD previo en paciente con
LMA).

- Score de riesgo de la Sociedad Europea de Trasplante de Sangre y Médula Osea
(“European Group for Blood and Marrow Transplantation [EBMT] risk score’)
(tabla 3), indice pronostico que permite estimar el riesgo de mortalidad
relacionada con el trasplante: riesgo bajo (0-2 puntos): mortalidad del 17%; riesgo
intermedio (3-4 puntos): mortalidad del 50%; riesgo alto (5-6 puntos): mortalidad
del 70%.

Tabla 3. Score de Riesgo del EBMT. Fuente: Carreras E et al., 2022 (10); adaptado de
Gratwohl A et al., 2009 (12).

Variables Valor de la variable Puntos
Edad <20 afios 0
20-40 afios 1
>40 afios 2
Estado enfermedad! Inicial 0
Intermedio 1
Avanzado 2
Intervalo diagnostico-TPH? <12 meses 0
>12 meses 1
Donante? Hermano HLA-idéntico | 0
Donante no emparentado | 1
Sexo donante-receptor Mujer a Hombre 1
Otras combinaciones 0

El score se obtiene de la suma de los puntos de cada una de las variables.

"No aplicar en pacientes con anemia aplasica grave (AAG). Inicial= Leucemia aguda
(LA) en primera remision completa (RC1); Sindrome mielodisplasico en RC1 o sin
tratar; Leucemia mieloide cronica (LMC) en primera fase cronica (FC); Linfoma no
Hodgkin (LNH) / Mieloma multiple (MM) sin tratar o en RC1. Intermedio= LA en
segunda remision completa (RC2); LMC en otro estado que no sea fase acelerada
(FA) o crisis blastica (CB); SMD en RC2 o en remision parcial (RP); LNH/MM en
RC2, RP o enfermedad estable. Avanzada= LA en otras fases; LMC en crisis
blastica; SMD en todos los demas estadios; LHN/MM en todos los demas estadios.

2No se aplica a los pacientes en RC1.

- Indice de riesgo de la enfermedad (“Disease Risk Index”, DRI) (tabla 4). Indice
pronostico basado en la enfermedad y su estado en el momento del TPH. No tiene

en cuenta factores como la edad o las comorbilidades.

35



Introduccion

Tabla 4. indice de riesgo de enfermedad (DRI index). Fuente: Carreras E et al., 2022 (10);
adaptado de Armand P et al., 2012 (13).

Riesgo Enfermedad

Bajo LMA con citogenética favorable, LLC, LMC, LNH-B
indolentes

Intermedio LMA o SMD con citogenética de riesgo intermedio,
neoplasias mieloproliferativas, MM, LH, LDCBG, LNH-
B indolente transformado, MCL, LNH-T nodal

Alto LMA o SMD con citogenética adversa, LNH-T
extranodal

Riesgo Estadio

Bajo RC1,RC>2, RP1, no tratado, LMC en FC, RP>2 (si AIR)

Alto RP >2 (si AMA), fracaso induccion, REC activa, LMC en
FAo CB

Riesgo Riesgo estadio | Riesgo global Supervivencia

enfermedad global a los 4

afnos
Bajo Bajo Bajo 64%
(56-70%)

Bajo Alto Intermedio 46%

Intermedio Bajo (42-50%)

Intermedio Alto ‘ Alto 26%

Alto Bajo (21-31%)

Alto Alto | Muy alto 6% (0-21%)

LMA, leucemia micloide aguda; LLC, leucemia linfoblastica cronica; LMC, leucemia
mieloide cronica; LNH-B, linfoma no-Hodgkin de células B; SMD, sindrome mielodisplasico;
MM, mieloma multiple; LH, linfoma de Hodgkin; LDCBG, linfoma difuso de células B
grandes; LCM, linfoma de células del manto; LNH-T, linfoma no-Hodgkin de células T; RC1,
primera remision completa; RC >2, segunda o posteriores remisiones completas; RP, remision
parcial; FC, fase cronica; AIR, acondicionamiento de intensidad reducida; AMA,
acondicionamiento mieloablativo; REC, recidiva/recaida; FA, fase aguda; CB, crisis blastica.

Las indicaciones para la realizacion del TPH han ido cambiando a lo largo del tiempo (14,
15). Las diferentes sociedades cientificas, entre ellas la EBMT, establecen periddicamente
una serie de recomendaciones, basadas en la evidencia cientifica y en opiniones de
expertos, para la indicacion de TPH en enfermedades hematologicas y autoinmunes. En

el afio 2022, se publico la Gltima actualizacion realizada por la EBMT (15).

Los TPH se pueden clasificar en funcion del tipo de donante seleccionado, la fuente de

células progenitoras hematopoyéticas elegida y la histocompatibilidad donante-receptor:
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A) Tipo de donante (figura 2) (2, 3, 9):

e Trasplante autologo, autogénico o autotrasplante (auto-TPH): las células
progenitoras hematopoyéticas se obtienen del propio paciente antes de que

se eliminen las células andmalas con quimioterapia y/o radioterapia.

o Trasplante alogénico o alotrasplante (alo-TPH): las células progenitoras

hematopoyéticas se obtienen de un donante sano.

e Trasplante singénico: es una particularidad del trasplante alogénico. En
este caso, el donante de células progenitoras hematopoyéticas es un

hermano gemelo univitelino.

TPH
ALOGENICO

et

QUIMIOTERAPIA [ ACONDICIONAMIENTC

PACIENTE
=)o

ENFERMEDAD

TPH
AUTOLOGO

e

B

@ QUIMIOTERAPIA

.
.
’ ACONDICIONAMIENTC

[ENFERMEDAD

PACIENTE

Figura 2. Esquema del procedimiento llevado a cabo durante el TPH en funcién del tipo de
donante. Fuente: Carreras E, 2016 (9).
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B) Fuente de células progenitoras hematopoyéticas:

Meédula osea: las células progenitoras hematopoyéticas se obtienen

mediante punciones a nivel de la cresta iliaca posterosuperior.

Sangre periférica: las células progenitoras hematopoyéticas se recogen
mediante aféresis tras haber estimulado su movilizacion desde la médula
Osea a la sangre con el uso de un factor estimulante de colonias de

granulocitos (granulocyte colony-stimulating factor, G-CSF).

Sangre de cordon umbilical: las células progenitoras hematopoyéticas se
obtienen tras el parto. El principal inconveniente de esta fuente es que el
volumen total obtenido es escaso, pudiendo no ser suficiente para un

receptor adulto.

C) Histocompatibilidad donante-receptor en el alo-TPH:

HLA idéntico: el donante puede ser un hermano o un donante no
emparentado con idéntico HLA. El primer caso, un hermano HLA

idéntico, se considera el mejor donante para un alo-TPH.

HLA no idéntico: donante no emparentado con una disparidad en uno de

los alelos (9/10).

HLA haploidéntico: donante emparentado que comparte al menos un
haplotipo (conjunto de alelos de los genes de HLA de uno de los

cromosomas, heredado de uno de los parentales) con el paciente.

El tratamiento de acondicionamiento es la combinacion de quimioterapia, con o sin

radioterapia, que se administra antes de la infusion de las células progenitoras

hematopoyéticas con dos objetivos: antineopldsico, eliminando la totalidad o mayor

cantidad posible de enfermedad residual; e inmunosupresor, generando una

inmunosupresion suficiente para permitir que las células del donante no sean eliminadas

por el sistema inmune del paciente (solo aplica en el alo-TPH). Segun su intensidad

hablamos de (2, 3, 10):
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e Acondicionamiento mieloablativo: produce una mielosupresion irreversible
seguida de una pancitopenia muy intensa que requiere de la infusion de células

progenitoras hematopoyéticas para su recuperacion.

e Acondicionamiento no mieloablativo: la mielosupresion no suele ser completa,
produce pancitopenias moderadas, de menor duracion, se podria dar una
recuperacion sin necesidad de la infusion de células progenitoras hematopoyéticas
del donante. Es un régimen muy inmunosupresor, por lo que los linfocitos T del
donante son capaces de desplazar la hematopoyesis del paciente consiguiendo

finalmente que la hematopoyesis del donante predomine.

o Acondicionamiento de intensidad reducida: se encuentra entre los dos anteriores,
provocan una pancitopenia prolongada y habitualmente requieren células

progenitoras hematopoyéticas de rescate del donante.

Aumento de los requisitos del EICT

| BU + CY + ICTA | A

<

| Y + ICTA |
|  Buicria |
| BU + MEL |
| MEL + ICTA |
| BEAM — BEAC |
[ FLU + CY | -
| FLU+ATG+BU | > .!Eu
I FLU + ICT* + I'"! | r'.,*sb < E
| FAusaianc | @Q é} e
| FLU + MEL | & &b
| FLU + Treo |
| FLU + BU |
I I e | | No mieloablativos
Intensidad )

Figura 3. Esquema de los regimenes de acondicionamiento utilizados en el TPH. Fuente:
Conde Garcia E et al., 2017 (2).

Ara-C, arabinoésido de citosina; ATG, globulina antitimocitica; BEAC, carmustina, etopdsido, citarabina y
ciclofosfamida; BEAM, carmustina, etop6sido, citarabina y melfalan; BU, busulfan; CY, ciclofosfamida; EICT, efecto
injerto contra tumor; FLU, fludarabina; I'3!, iodo 131; IDA, idarrubicina; ICT*, irradiacién corporal total a dosis altas
(8 a 12,3 Gy); ICT*, irradiacion corporal total a dosis bajas (2 a 4 Gy); MEL, melfalan; Treo, treosulfan.
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La infusion de las células progenitoras hematopoyéticas se considera el dia 0 del

trasplante y se realiza a las 24-48 horas de haber finalizado el acondicionamiento.

Una vez realizada la infusion de células progenitoras hematopoyéticas, en general se
consideran tres periodos o fases durante el seguimiento post-TPH: la fase previa al
prendimiento del injerto (0 a 30 dias después del trasplante), la fase temprana (30 a 100
dias después del trasplante) y la fase tardia (>100 dias después del trasplante). Cada una
de estas fases tiene implicitas una serie de complicaciones derivadas de la toxicidad del

acondicionamiento previo y de problemas inmunoldgicos debido al aloinjerto (tabla 5).

Tabla 5. Ejemplos de complicaciones post-TPH. Fuente: Conde Garcia E et al., 2017 (2).

Complicaciones precoces

« Insuficiencia medular

« Mucositis

« Fallo de injerto

« Sindrome de obstruccion sinusoidal (enfermedad venooclusiva hepatica)
« Neumonitis intersticial

« Enfermedad injerto contra huésped aguda

« Neurotoxicidad

« Cardiotoxicidad

Complicaciones tardias

« Enfermedad injerto contra huésped cronica

« Inmunodeficiencia: infecciones

« Trastornos endocrinos: hipotiroidismo, esterilidad, trastornos del crecimiento

« Trastornos oculares: cataratas, sindrome seco

« Enfermedad pulmonar: obstructiva (bronquiolitis obliterante) y restrictiva

« Autoinmunidad exacerbada: anemia hemolitica autoinmune, puarpura trombocitopénica
idiopatica, etc.

« Enfermedad 6sea: osteoporosis, necrosis aséptica

« Recaida de la enfermedad de base

» Segundas neoplasias

1.1.2. Complicaciones durante el trasplante

1.1.2.1. Complicaciones infecciosas
El tipo de infeccién y su gravedad dependen de varios factores relacionados con el
procedimiento del TPH, principalmente el tiempo transcurrido desde el trasplante y la
presencia o ausencia de EICH. Otros factores incluyen el tipo de trasplante, la
histocompatibilidad donante-receptor, si se ha llevado a cabo una deplecion de los

linfocitos T en el indculo, el tipo de profilaxis para EICH empleada, diagnostico de algiin
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proceso infeccioso previo al trasplante, o el haber recibido tratamiento antibidtico previo

(16, 17).

Para ayudar al abordaje de las posibles complicaciones infecciosas durante el seguimiento

de estos pacientes, se estratifica el procedimiento de trasplante en distintas fases. Esta

divisioén se fundamenta en las caracteristicas clinicas que suelen presentar los pacientes

en esos tiempos, con el objetivo de mejorar la prevencion, el diagnostico rapido y

conseguir un tratamiento anticipado efectivo de dichos episodios. Siguiendo la

clasificacion establecida por Sable C y Donowitz G (16) cuyas fases postrasplante se

mantienen en las guias de prevencion de complicaciones infecciosas del 2009 (17), se

establecen cuatro periodos principales:

Periodo pretrasplante: debido a las caracteristicas heterogéneas de los pacientes
(enfermedad de base, quimioterapia recibida, historial de infecciones previas), el
riesgo de infeccion en este periodo es muy variable, siendo un factor crucial la
presencia de neutropenia y la alteracion de las barreras naturales de la piel y las
membranas mucosas. En este periodo, la mayoria de las infecciones son causadas
por bacilos gramnegativos aerobios, siendo mayoritariamente infecciones locales

de piel y partes blandas, de la cavidad oral o del tracto urinario (16).

Periodo pre-injerto (o pre-implante): corresponde al periodo entre el dia 0, dia de
la infusion, y el dia 30 post-TPH. Se caracteriza por un periodo de aplasia con
neutropenia profunda. El tipo de infecciones detectadas en este periodo dependera
del acondicionamiento empleado, por ejemplo, la asociacion de irradiacion
corporal total a la quimioterapia se ha relacionado con mayor incidencia de diarrea
y bacteriemia (16). Ademas, estos regimenes de tratamiento producen dafios en la
barrera mucocutanea, un 70% de los pacientes receptores de alo-TPH presentan
complicaciones severas en la mucosa oral. La situacion de neutropenia prolongada
y la pérdida de integridad en las barreras anatomicas dan lugar a un riesgo
sustancial de bacteriemia e infecciones flngicas, involucrando a especies de
Candida y Aspergillus, si la neutropenia se prolonga. Ademas, también puede
producirse la reactivacion del virus del herpes simple (VHS), siendo estos los

agentes infecciosos mas importantes en este periodo (16, 17).
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Periodo intermedio, post-injerto: corresponde al periodo entre el dia 30 y 100
post-TPH. El factor mas importante en este periodo es el grado de recuperacion
inmune del paciente, la presencia de EICH, el grado de afectacion de las mucosas
y el tratamiento inmunosupresor empleado para el EICH. En este periodo
predominan las infecciones secundarias a defectos en la inmunidad celular, los
herpesvirus, en particular el citomegalovirus (CMV), son agentes infecciosos
comunes durante este periodo. Otros patogenos dominantes durante esta fase

incluyen Pneumocystis jiroveci y especies de Aspergillus (16, 17).

Periodo postrasplante tardio: a partir de los 100 dias postrasplante. La presencia
de EICH cronica (EICHc), su afectacion a nivel de los distintos organos y el
retraso en la recuperacion del sistema inmune que puede acarrear, son los factores
mas importantes que predisponen a desarrollar un proceso infeccioso. En ausencia
de EICH, las infecciones son poco frecuentes. En este periodo predominan las
infecciones secundarias a defectos en las barreras de defensa y en la inmunidad
humoral y celular. Se localizan principalmente en la piel, tracto respiratorio
superior e inferior. Més del 40% de las infecciones son infecciones virales,
principalmente por virus de la varicela-zéster (VVZ) y CMV; aproximadamente
el 33% son infecciones bacterianas, principalmente por bacterias encapsuladas,

como Streptococcus pneumoniae; y un 20% son infecciones fungicas (16, 17).

I Phase |: Pre-engraftment “ Phase |I: Post-engraftment ][ Phase lll: Late phase I
Chronic 2
Graf-versus-host-disease: Acute e >
Neutropenia, barrier Ir:lpaitedlt_:ellulat.arfd %‘) Impaired cellular and G
breakdown (mucositis, NK :;smora umr’gumtyéoa T ~— humoral immunity; B cell
central venous access cellc:umac:\i,:::ver:iing G & CD4 T cell numbers recover
devices) restricted T cell repertoire slowly and repertoire diversifies
§ I Gram negative bacilli E T
2 [ Gram positive organisms | [ Encapsulated bacteria |
3 l Gastrointestinal Strepfococci species I Z‘
i :
C D =
Herpes Simplex virus [ ] ] &
o Cytomegalovirus “ = . —
T | Respiratory and e 7 ) [ Varicella Zoster virus ) ] 0
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Figura 4. Tipos de complicaciones infecciosas en funcion del periodo del TPH. Fuente:
Tomblyn M et al., 2009 (17).
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1.1.2.2. Enfermedad injerto contra huésped
La EICH es debida al reconocimiento y la destruccion por parte de los linfocitos T del
donante de antigenos extrafios en el receptor (alorreactividad). Supone una de las
principales causas de morbi-mortalidad del alo-TPH y compromete la calidad de vida de

los pacientes. Se diferencia entre EICH aguda (EICHa) y crénica.

La EICHa afecta principalmente a tres 6rganos: la piel, el tubo digestivo y el higado. En
torno al 40% de los pacientes sometidos a un alo-TPH desarrollan un episodio de EICHa,
que suele aparecer entre la segunda y décima semana tras el trasplante. Se caracteriza por
la aparicioén de un exantema cutdneo, alteracion de la funcion hepatica y diarrea. Provoca
una profunda inmunosupresion y la reactivacion de virus latentes. Su incidencia aumenta
en proporcion directa con la disparidad en el sistema HLA entre el donante y el receptor,
asi como con la edad. También es mayor en los pacientes que no reciben una adecuada
profilaxis de la EICHa, en los pacientes CMV seropositivos y en los receptores varones
cuyo donante es una mujer. En funcién del nivel de afectacion de los diferentes 6rganos

se pueden distinguir cuatro grados, de [ a IV.

La EICHec es una de las complicaciones tardias mas frecuentes del alo-TPH, 30-70%,
aumenta con la edad y es mas frecuente en aquellos pacientes que han padecido una
EICHa previa grado III-IV. Es la causa mas importante de morbilidad tardia no
relacionada con la recidiva y de mortalidad. La fisiopatologia de la EICHc es diferente de
la de la EICHa, junto con la alorreactividad de los linfocitos del donante, se produce un
deterioro de los mecanismos de tolerancia inmunitaria que afectan a la inmunidad innata
y adaptativa. Normalmente, las manifestaciones clinicas comienzan entre los 3 meses y
los 2 afios post-TPH. Puede afectar a uno o varios 6rganos simultdneamente. Se valoran
ocho localizaciones anatdémicas: piel, boca, ojos, higado, pulmon, tracto gastrointestinal,
tracto genital y sistema musculoesquelético. Segiin el numero de 6rganos y el grado de
afectacion, diferenciamos entre: leve, 1-2 6rganos con afectacion leve (se excluye el
pulmoén); moderado, >3 6rganos con una afectacion leve-moderada (en el caso de pulmon
solo se acepta afectacion leve); y severo, >3 organos con afectacion severa (moderada o

severa en el caso del pulmon) (2, 3, 10, 18).

Clasicamente, esta diferenciacion atendia a un criterio temporal, considerandose EICHa
si se presentaba antes de los 100 dias post-TPH y EICHc si aparecia a partir del dia 100.

Actualmente, la diferenciacion se realiza segun los signos y sintomas clinicos especificos
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observados (2, 3, 10), de tal forma que, segtin el Grupo de Consenso de Expertos en EICH
del Instituto Nacional de Salud (“National Institutes of Health”, NIH) (19), podemos

diferenciar:

- EICHa clasica: signos y/o sintomas caracteristicos de EICHa que aparecen dentro
de los 100 dias posteriores al TPH en ausencia de caracteristicas diagndsticas de

EICHc.

- EICHa persistente, recurrente y de inicio tardio: signos y/o sintomas
caracteristicos de EICHa que aparecen >100 dias post-TPH, en ausencia de

caracteristicas diagnosticas de EICHc.

- EICHc clasica: caracteristicas diagnésticas y distintivas de EICHc
independientemente del tiempo post-TPH. El paciente no presenta datos de

EICHa.

- Sindrome de solapamiento o EICH “overlap”: coexisten caracteristicas de EICHc

y EICHa, independientemente del tiempo post-TPH.

La profilaxis de EICH con tratamiento inmunosupresor persigue evitar su aparicion al
disminuir la alorreactividad de la respuesta linfocitaria. No existe una estrategia aceptada
globalmente, las recomendaciones se basan en estudios retrospectivos y prospectivos de
series pequefias (10). Los farmacos habitualmente empleados como profilaxis son:
corticoides, inhibidores de la calcineurina (ciclosporina A o tacr6limus), inhibidores de
mTOR (sir6limus), fairmacos anti-proliferativos (metotrexato, mofetil micofenolato y
ciclofosfamida) y anticuerpos (globulina antitimocitica [ATG], alemtuzumab). En
general, se emplea la combinacién de al menos un inhibidor de la calcineurina y un

farmaco anti-proliferativo (3, 10).

1.1.3. Situacion actual del trasplante

Cambios en la metodologia del trasplante, que proporcionan una recuperacion
hematopoyética mas rapida, han permitido su realizacion en pacientes de mayor riesgo

por su edad y por la fase de la enfermedad (20, 21).

Ademas, el uso de distintas fuentes de células progenitoras hematopoyéticas y de tipos de

donantes (no emparentados), ofrece opciones de trasplante a un mayor porcentaje de
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pacientes (17, 21). Este aumento en el nimero de donantes potenciales se ve reflejado en
el registro oficial en Espafia de donantes voluntarios y unidades de cordon, el Registro de
Donantes de Médula Osea (REDMO), creado en 1991 por la Fundacion Josep Carreras
contra la leucemia. Segun los datos publicados en su memoria del 2024 (22), actualmente
existen en Espafia 505.505 donantes voluntarios y 61.214 unidades de sangre de cordon
almacenadas en los ocho bancos de sangre de cordon umbilical establecidos en nuestro
pais. A nivel global, existen en el mundo mas de 40 millones de donantes de médula 6sea
y mas de 800.000 unidades de sangre de cordon umbilical, lo que ha incrementado la
posibilidad de encontrar un donante compatible y la posibilidad de realizacion de un
trasplante no emparentado. Los ultimos datos publicados por la Organizacién Nacional
de Trasplantes (ONT), en la memoria de actividad, confirman este aumento progresivo
del nimero de TPH que se viene observando desde el afio 2006, habiéndose registrado

3.844 TPH (2.246 autologos y 1.598 alogénicos) en 2024 (figura 5) (23).
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Figura 5. Numero de trasplantes de progenitores hematopoyéticos realizados en Espaiia de
2006 a 2024 en funcion del tipo de TPH. Fuente: ONT, 2024 (23).

Si bien las mejoras en los cuidados paliativos de los pacientes con inmunosupresion y
mielosupresion graves han disminuido la morbilidad y la mortalidad a causa de las
complicaciones infecciosas (17), se ha visto un incremento notable de su incidencia
debido al uso de agentes inmunosupresores cada vez mas potentes, la deplecion linfoide
del in6culo y la lesion de las barreras anatomicas por el acondicionamiento (24),
especialmente en el periodo post-TPH precoz. Por todo ello, las complicaciones

infecciosas continan siendo una de las principales causas de morbi-mortalidad
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tempranas, junto con la recaida de la enfermedad, la EICHa, la toxicidad relacionada con

el tratamiento y el fracaso del injerto (17, 21).

1.2. COLONIZACION POR ENTEROBACTERIAS MULTIRRESISTENTES

1.2.1. Problema de la resistencia a los antimicrobianos

Las enfermedades producidas por microorganismos resistentes a antimicrobianos o
microorganismos multirresistentes (MR) son consideradas actualmente como una
enfermedad global emergente, siendo una de las 10 principales amenazas para la salud
publica segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) (25). Un andlisis sistematico
realizado para estimar la carga global de resistencia bacteriana a antimicrobianos
concluyd que 1,27 millones de muertes acontecidas en el mundo en 2019 fueron
directamente atribuibles a la resistencia a los antimicrobianos y que ésta contribuyo a 4,95
millones de muertes (26). Los principales patdgenos resistentes descritos en este articulo
fueron Escherichia coli, seguida de Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae,

Streptococcus pneumoniae, Acinetobacter baumannii y Pseudomonas aeruginosa (figura

6).

En Europa se calcula que las bacterias MR causan 33.000 muertes al afio y generan un

gasto sanitario adicional de unos 1.500 millones de euros (27).

Si bien la resistencia a los antimicrobianos es un proceso natural debido a los cambios
genéticos producidos en los patogenos a lo largo del tiempo; el uso excesivo e inadecuado
de los antimicrobianos, tanto en el ambito de salud humana como a nivel de salud animal
y uso medioambiental, proporciona la presion selectiva necesaria para su aparicion y

propagacion (25, 28).

Para abordar esta problematica, a nivel mundial los paises adoptaron el Plan de Accion
Mundial sobre la Resistencia a los Antimicrobianos durante la Asamblea Mundial de la
Salud de 2015, comprometiéndose a desarrollar e implementar planes de accion
nacionales multisectoriales con un enfoque de “Una Salud” para abordar la resistencia a
los antimicrobianos (25). Ese mismo afio, la OMS puso en marcha el Sistema Mundial de

Vigilancia de la Resistencia a los Antimicrobianos y su Uso (“Global Antimicrobial
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Resistance and Use Surveillance System”, GLASS), como primer esfuerzo colaborativo

mundial para estandarizar la vigilancia de la resistencia.

Resistance
[ Associated with resistance
Il Attributable to resistance

900000

600000

Deaths (count)

300000

Pathogen

Figura 6. Muertes globales (niimero de muertes) atribuibles y asociadas con la resistencia
bacteriana a los antimicrobianos en 2019 por patégeno. Fuente: Murray C et al., 2022 (26).

En 2017, se publicd la primera lista de patdgenos prioritarios resistentes a los antibioticos
que representaban la mayor amenaza para la salud humana (29, 30). Se incluyeron 12
familias de bacterias, destacando la particular amenaza que suponen las bacterias
gramnegativas MR por su capacidad innata de generar nuevos mecanismos de resistencia
y de transferir genes de resistencia a otras bacterias, haciéndolas a su vez resistentes, al
estar albergados en fragmentos de acido desoxirribonucleico (ADN) altamente moviles,
conocidos como elementos genéticos moviles. Dicha lista se dividid en tres categorias:
prioridad critica, alta y media, atendiendo al nivel de resistencia de los patéogenos al
tratamiento, la tasa de mortalidad, la prevalencia y la carga que representan para el sistema
de atencion médica. Dentro de la categoria de prioridad critica se consideraron aquellos
patogenos que representan una amenaza particular en el ambiente hospitalario, centros
sociosanitarios y en pacientes cuya atencion requiere el uso de dispositivos invasivos,

como ventiladores o catéteres. Los patdogenos de la categoria de prioridad alta son
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aquellos que pueden causar infecciones dificiles de tratar en personas sanas, pero no
tienen un alto riesgo de mortalidad generalmente. Entre los patdgenos incluidos en la
categoria de prioridad media se incluyen aquellos que mantienen opciones de tratamiento

eficaz pero cuya resistencia va en aumento (31).
e Prioridad critica:
o A. baumannii, resistente a los carbapenémicos.
o P aeruginosa, resistente a los carbapenémicos.

o Enterobacteriaceae (actualmente orden Enterobacterales), resistentes a
los carbapenémicos, productoras de betalactamasas de espectro extendido

(BLEE).

Dentro de Enterobacteriaceae se incluye: E. coli., Klebsiella spp.,
Enterobacter spp., Serratia spp., Proteus spp., and Providencia spp.,

Morganella spp., Citrobacter spp.
e Prioridad alta:
o Enterococcus faecium, resistente a la vancomicina.
o S. aureus, resistente a la meticilina, resistente a la vancomicina.
o Helicobacter pylori, resistente a la claritromicina.
o Campylobacter spp., resistente a las fluoroquinolonas.
o Salmonellae, resistentes a las fluoroquinolonas.

o Neisseria gonorrhoeae, resistente a cefalosporinas de tercera generacion,

resistente a las fluoroquinolonas.
e Prioridad media:
o 8. pneumoniae, sin sensibilidad a la penicilina.

o Haemophilus influenzae, resistente a la ampicilina.
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o Shigella spp., resistente a las fluoroquinolonas.

En el documento técnico publicado el 4 de septiembre de 2017 (30), la OMS incluye un
apartado referente a la tuberculosis y modifica la categoria de Enterobacterales de
prioridad critica, haciendo referencia a aquellas resistentes a los carbapenémicos y/o

resistentes a cefalosporinas de tercera generacion.

El 17 de mayo de 2024 se publica la primera actualizacion de esta lista de patogenos
prioritarios (32, 33). Se incluyen 24 patdogenos que abarcan 15 familias de bacterias
resistentes a los antibioticos atendiendo a la nueva evidencia cientifica y conocimiento de
los expertos sobre la resistencia a los antimicrobianos (figura 7). La categorizacion se
lleva a cabo evaluando ocho criterios: mortalidad, incidencia, carga sanitaria no mortal,
tendencia de la resistencia, transmisibilidad, posibilidad de prevencion en los centros
sanitarios y en la comunidad, posibilidad de tratamiento, y nimero de antibidticos en

desarrollo que los abordan (34).

Las bacterias gramnegativas, especialmente las pertenecientes al orden Enterobacterales,

contintian siendo patogenos prioritarios (33).
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Figura 7. Actualizacion de 2024 del listado de patogenos prioritarios segiin la OMS. Fuente:
WHO, 2024 (33).

Segun el ultimo informe epidemiolédgico, publicado en el afio 2024, de la Red Europea de
Vigilancia de la Resistencia a los Antimicrobianos ( “European Antimicrobial Resistance
Surveillance Network”, EARS-Net), la incidencia de bacteriemias por E. coli resistente a
cefalosporinas de tercera generacion en la Unién Europea solo mostré una pequefia
disminucioén en comparacion con 2019 (afio de referencia) y la incidencia de bacteriemias

por K. pneumoniae resistente a carbapenémicos mostré un aumento de mas del 50% en
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comparacion con 2019, lo que contrarresta el objetivo fijado de una reduccion del 5%

para 2030 (35).
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Figura 8. Porcentaje de aislados invasivos resistentes por pais. Fuente: ECDC, 2024 (35).
a) E. coli resistente a cefalosporinas de tercera generacion (cefotaxima/ceftriaxona/ceftazidima),

y b) K. pneumoniae resistente a carbapenemes (imipenem/meropenem).
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En el caso de los microorganismos gramnegativos, los cambios en la incidencia estimada
de bacteriemias en la Union Europea indican que, a falta de medidas de salud publica mas

contundentes y rapidas, se pueden esperar nuevos aumentos en los proximos afos (35).

A nivel nacional, Penalva G et al. (36) publicaron a principios de 2025 los resultados de
tres estudios multicéntricos realizados en varios hospitales de Espafia en 2018, 2019 y
2023 con el objetivo de evaluar la carga de la resistencia a los antimicrobianos en nuestro
territorio. Se realizd un muestreo de microorganismos MR en todas las muestras clinicas
enviadas para diagnostico de infeccion de pacientes ingresados, incluyéndose sélo
aquellos pacientes con nuevos diagnoésticos de infeccion y considerando tinicamente 10
microorganismos MR, entre ellos las enterobacterias MR (EMR). Recogieron la
incidencia de resistencia de forma prospectiva y calcularon las estimaciones anuales
ponderadas y ajustadas estacionalmente para todo el pais. Los resultados obtenidos
alertan sobre la elevada carga de enfermedad causada por las infecciones por
microorganismos MR entre los pacientes hospitalizados en Espaia, que permanece
estable a lo largo del periodo de estudio. En el afio 2023 estimaron una frecuencia a nivel
nacional de 173.653 infecciones por microrganismos MR, con 24.582 muertes dentro de
los 30 dias posteriores al diagnostico. Estos datos son significativamente superiores a los
estimados por el Ministerio de Sanidad en 2015, 3.058 muertes. Esto hace necesario

intensificar las medidas nacionales de lucha contra la resistencia a los antimicrobianos.

El uso de antimicrobianos de amplio espectro es un factor de riesgo conocido para la
colonizacion y propagacion de EMR (35). El campo de la hematologia se ve
particularmente afectada, ya que los pacientes con neoplasias hematologicas reciben

antimicrobianos frecuentemente, tanto en profilaxis como tratamiento (37).

1.2.2. Infecciones por enterobacterias multirresistentes en el trasplante

En el alo-TPH la mayoria de las infecciones ocurren en el periodo de neutropenia, antes
del prendimiento del injerto. Durante este periodo, las infecciones bacterianas por
microorganismos grampositivos y gramnegativos suponen mas del 90% de las

infecciones, siendo entre un 20-30% bacteriémicas (38).

Distintas estrategias desarrolladas a partir de la década de los 60, como el uso de profilaxis
con fluoroquinolonas y el uso de antibioterapia empirica en caso de fiebre durante el

periodo de neutropenia, consiguieron reducir las infecciones por bacilos gramnegativos,
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que constituian la principal causa de mortalidad relacionada con la infeccion en esta etapa.
Este hecho conllevé un cambio en la epidemiologia de las infecciones bacterianas,
aumentando la prevalencia de infecciones por bacterias grampositivas durante las décadas
de 1980 y 1990, consecuencia también del uso mas frecuente de catéteres venosos
centrales. Sin embargo, en los ultimos afios, se ha producido nuevamente un cambio en
esta tendencia, habiéndose detectado un aumento significativo de la proporcion de
bacteriemias causadas por bacilos gramnegativos, principalmente enterobacterias, y un
aumento de las producidas por microorganismos MR, siendo los patdogenos mas
frecuentes las enterobacterias productoras de BLEE, resistentes a fluoroquinolonas y P.

aeruginosa resistente a carbapenemes (37-39).

La neutropenia y los tumores malignos hematologicos se han descrito como factores de
riesgo independiente para bacteriemia por E. coli y K. pneumoniae productores de BLEE

(40-42).

En nuestro pais Gudiol C et al. (39) han comunicado en pacientes con neutropenia y
neoplasias hematologicas, no solo un incremento de las infecciones por bacilos
gramnegativos, sino un incremento por bacilos gramnegativos MR. Estos hallazgos son
consistentes con los de otros estudios recientes, los cuales observan un aumento en la
resistencia a los antibidticos entre los bacilos gramnegativos en pacientes
inmunodeprimidos, incluyendo pacientes con enfermedades malignas y receptores de

TPH (39, 41-44).

Estos pacientes son mas propensos a recibir tratamiento antibidtico empirico inadecuado,
de ahi que la tasa de mortalidad asociada a las infecciones por bacilos gramnegativos MR

sea alta, variando entre el 36% y el 95% (39, 42-45)

Averbuch D et al. (46) publicaron en 2017 un estudio realizado para evaluar el nivel de
resistencia entre los bacilos gramnegativos causantes de episodios de bacteriemia en
pacientes receptores de TPH. Participaron un total de 65 centros de 25 paises de Europa,
Australia y Asia, habiéndose recogido un total de 655 episodios de bacteriemia por bacilos
gramnegativos. El 75,6% de los centros empleaba profilaxis con fluoroquinolonas en el
alo-TPH. El 73% de los episodios de bacteriemia fue causado por EMR. De los 704
aislamientos de bacilos gramnegativos resistentes, la mitad presentaron resistencia a

fluoroquinolonas, en enterobacterias de forma significativamente mas frecuente, y a
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betalactamicos antipseudomonicos no carbapenémicos, el 18,5% eran resistentes a
carbapenémicos y el 35,2% se clasificaron como MR. La ratio de bacilos gramnegativos
resistentes a fluoroquinolonas fue mayor en aquellos centros que empleaban profilaxis
con dichos farmacos, que en aquellos centros en los que no realizaban profilaxis. Ademas,
con relacidon a la evolucion de estos pacientes, se observd una mayor mortalidad en
aquellos con episodios de bacteriemia causados por MR que en aquellos con bacteriemias
por microorganismos sensibles. Las tasas de mortalidad mas altas en infecciones causadas

por bacterias resistentes se asociaron con un tratamiento empirico inadecuado.

A nivel nacional, en un estudio realizado en 14 hospitales de Espafia publicado en 2022
por Chumbita M et al. (47), se describieron unas tasas extremadamente altas de
resistencias a los betalactdmicos empiricos recomendados en las guias sobre neutropenia
febril. El 34,7% de los bacilos gramnegativos aislados fueron resistentes a al menos uno
de los tres Dbetalactimicos recomendados en dichas guias (cefepima,
piperacilina/tazobactam y meropenem) (figura 9). Se detect6 un alto porcentaje (16,6%)
de tratamiento antibiotico empirico inadecuado, siendo este mas frecuente en episodios
de bacteriemia causados por bacilos gramnegativos MR frente a los causados por bacilos
gramnegativos sensibles (46,3% versus 6,1%; p<0,001). En general, la mortalidad a los
30 dias fue del 14,6%, alcanzando el 16,3% en los episodios causados por bacilos
gramnegativos MR y el 21,6% en aquellos pacientes que recibieron tratamiento

antibidtico empirico inadecuado.

El Cefepime E=Piperacillin-tazobactam EzZECarbapenems

—&—Resistance to at least one -l Multidrug-resistant

Figura 9. Porcentaje de resistencia a los antimicrobianos y de aislamientos MR segun los
hospitales participantes. Fuente: Chumbita M et al., 2022 (47).
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La terapia empirica inapropiada y la mortalidad fueron significativamente mas frecuentes
en las infecciones causadas por bacterias resistentes. Ambas publicaciones (46, 47)
concluyen la importancia de conocer la epidemiologia local para un tratamiento adecuado
e identificar mejor a los pacientes con un alto riesgo de desarrollar una infeccion por

bacilos gramnegativos MR.

Por otro lado, la utilidad de la profilaxis antibidtica con quinolonas en el TPH es objeto
de mucho debate. Si bien algunos estudios ponen de manifiesto su implicacion en la
reduccion de la incidencia de episodios febriles y de infecciones documentadas, no parece
demostrar una mejora en la supervivencia de los pacientes (48). Ademas, el empleo de
quinolonas tiene efectos secundarios y se ha identificado como un factor de riesgo para
la colonizacion e infeccion por varios microorganismos resistentes a multiples farmacos,
sobre todo enterobacterias productoras de BLEE y S. aureus resistentes a la meticilina
(40, 41), encontrandose diferencias en su uso en hospitales del mismo territorio nacional.
De hecho, se contempla que la profilaxis con quinolonas debe estar sujeta a la
consideracion de datos epidemioldgicos locales sobre patrones de resistencia y a la

monitorizacion de la aparicion de resistencias (AIII).

Estudios previos (48, 49) han puesto de manifiesto como la colonizacion intestinal por
bacilos gramnegativos puede ser un predictor de episodios de bacteriemia por dichos
microorganismos al incrementar el riesgo de ocasionarlos, sugiriendo que la
determinacion de la composicion de la microbiota intestinal y los perfiles de dominancia

de microorganismos podria ayudar a identificar a pacientes con alto riesgo de bacteriemia.

1.3. MICROBIOTA INTESTINAL

1.3.1. Generalidades de la microbiota intestinal

La microbiota es el conjunto de microorganismos residentes en un nicho ecoldgico
determinado. Esta formado por virus, bacterias, arqueas, hongos y otros organismos
eucariotas (como protozoos), siendo las bacterias el grupo de microorganismos mas
numeroso. El término microbioma engloba tanto al conjunto de microorganismos

presentes en un entorno especifico, que interactuan entre si, como sus genomas, distintos
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metabolitos derivados y las condiciones del ambiente especifico en el que se encuentran
(50, 51).

El aparato digestivo alberga al ecosistema de microorganismos mas complejo, diverso y
numeroso del cuerpo humano, especialmente en el ciego, donde la densidad de
microorganismos es la mayor que hay en nuestro organismo y estd compuesto
principalmente por bacterias anaerobias estrictas (50). En una persona adulta, el tracto
gastrointestinal puede albergar entre 500 y 1.000 especies de microorganismos, siendo
las bacterias de los filos Bacteroidota (= 25%) y Firmicutes (= 60%) los mayoritarios. En
menor proporcion se detectan Proteobacteria, Verrucomicrobia, Fusobacteria,
Cyanobacteria, Actinobacteria 'y Spirochaetes, las arqueas, los hongos, los protozoos, los

virus y otros microorganismos (52).
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Figura 10. Distribucién de los principales taxones, a nivel de filo y género, en el microbioma
intestinal de hombres y mujeres en Espaiia. Fuente: Latorre-Pérez A et al., 2021 (53).

Ademas de la diversidad, presencia de distintos tipos de microorganismos, se ha descrito
la importancia del mantenimiento de las proporciones de microorganismos presentes en
la microbiota para su correcta funcionalidad, habiéndose establecido el parametro ratio

Firmicutes/Bacteroidota para su evaluacion (50).

Las principales funciones de la microbiota intestinal en equilibrio (eubiosis) estan
relacionadas con funciones metabdlicas y nutricionales, ayudan en la digestion de los

alimentos y en la produccion de vitaminas B y K, que el organismo humano no es capaz
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de sintetizar; funciones de proteccion antimicrobiana, previenen la colonizacion por otros
microorganismos potencialmente patégenos; funciones de mantenimiento de la integridad
de la mucosa intestinal y de regulacion de la respuesta inmune (50, 51, 54-56). Cambios

en la composicion de la microbiota intestinal pueden ser potencialmente dafiinos (57, 58).

La microbiota experimenta cambios como consecuencia de la influencia de multiples
factores como el propio crecimiento del individuo, la dieta, los habitos de vida, el estrés
y el uso de tratamientos antimicrobianos, entre otros. Si bien presenta una gran capacidad
de resiliencia, en algunas ocasiones la naturaleza de la alteracion es tan fuerte que se
produce un estado de disbiosis, alteracion en la composiciéon y/o funciones de los
microorganismos que forman parte de la microbiota, caracterizada por una menor
diversidad, observando una dominancia de un tax6n concreto (>30%), un menor niimero
de microorganismos comensales y mayor presencia de microorganismos patdgenos. Este
desequilibrio se ha relacionado con distintos estados patologicos, como trastornos

inflamatorios cronicos (57-59).

Los patobiontes son microorganismos comensales habituales de la microbiota humana
que en un estado de equilibrio tienen funciones beneficiosas para nuestro organismo, pero
son potencialmente patdogenos en condiciones de un ecosistema alterado; por lo que

juegan un papel fundamental cuando se da un estado de disbiosis (50).

1.3.2. Microbiota intestinal en el trasplante

Se sabe que la microbiota mantiene una compleja relacion con el epitelio de la mucosa
intestinal. Durante el alo-TPH, esta relacion se ve alterada debido al dafio que produce la
quimioterapia en el epitelio, la desregulacion de las poblaciones de microorganismos por
el uso de antibidticos y la supresion del sistema inmune innato. El papel que esta
alteracion juega en el desarrollo de infecciones sistémicas, desarrollo de la EICH y mayor

mortalidad en el alo-TPH est4 siendo actualmente objeto de estudio (49, 60, 61).

Se ha visto que esta disbiosis puede resultar en un predominio de microorganismos
potencialmente patdgenos, sobre todo enterococos y bacterias gramnegativas (P
aeruginosa, Enterobacterales) (62). El dafio inducido por la quimioterapia en el epitelio
intestinal y la superposicion de neutropenia permiten a las bacterias que colonizan el
tracto gastrointestinal difundir a través de la pared intestinal, provocando infecciones

sistémicas que amenazan la vida (49, 60, 62—-64). Esto sugiere que la evaluacion de la
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microbiota intestinal y su evolucion durante el alo-TPH podria permitir identificar en los
pacientes un mayor riesgo de desarrollar infecciones, especialmente de bacteriemia y

sepsis (64).

En estudios realizados en pacientes receptores de alo-TPH la mortalidad fue
significativamente mayor en pacientes con menor diversidad en la microbiota intestinal,
pudiendo ser considerada, por tanto, un factor importante en el éxito o el fracaso del alo-
TPH (64, 65). Un estudio multicéntrico reciente desarrollado por Peled J et al. (66) analizé
la microbiota intestinal de 1.362 pacientes sometidos a un alo-TPH en cuatro hospitales
en New York, Alemania, Japon, y Carolina del Norte. Observaron que los patrones de
disbiosis de la microbiota durante el alo-TPH fueron similares en los pacientes de los
cuatro hospitales y que ésta se caracterizaba por la pérdida de diversidad y el dominio de
taxones Unicos. Los analisis identificaron una asociaciéon entre una menor diversidad
intestinal y mayores riesgos de muerte relacionada con el trasplante y muerte atribuible a
EICH. Para el estudio de la microbiota emplearon muestras de heces recogidas antes del
acondicionamiento para el trasplante y a distintos tiempos hasta los 25-30 dias

postrasplante.

Ademas, se ha observado que la microbiota intestinal juega un papel importante en la
EICH en receptores de alo-TPH. Biagi E et al. (67) concluyeron que los pacientes que
desarrollaban EICHa tenian, antes del alo-TPH, una microbiota con disbiosis con una
diversidad reducida, un menor contenido de Blautia, y aumento en abundancia de
Fusobacterium, lo que implica que la composicion de la microbiota antes del alo-TPH

puede predecir la aparicion de EICH.

Otros autores también han descrito que la composicion de la microbiota alrededor del
tiempo de recuperacion de neutrdfilos post-TPH puede ser un predictor util para el
desarrollo posterior de EICH grave y parece existir una correlacion entre la composicion
de la microbiota y la tasa de recaida de la enfermedad a los dos afios (68, 69).
Especificamente, se observo que el riesgo de recaida era menor cuando la microbiota de
los pacientes era rica en Eubacterium limosium (riesgo de recaida del 19,8%), en
comparacion con los pacientes cuya microbiota no contenia esta bacteria (tasa de recidiva
del 33,8%) (69). El género Blautia (especies de Clostridial) se ha asociado con una menor
mortalidad relacionada con EICH (70). Ademads, los metabolitos derivados de la

microbiota parecen ser factores cruciales en la homeostasis del alo-TPH (71, 72).
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Varios estudios han evaluado el impacto del tiempo de tratamiento antibidtico en la
composicion de la microbiota intestinal, asi como en la gravedad de la EICH, en la
mortalidad y la supervivencia global relacionada con el TPH (61, 73, 74). En un anélisis
retrospectivo de 621 pacientes sometidos a TPH en dos centros, en Alemania y EE.UU.,
con diferente tipo de profilaxis antibidtica: ciprofloxacino y metronidazol oral en el centro
de Alemania, y ciprofloxacino intravenoso en el centro de EE.UU. (a los pacientes que
recibieron regimenes mieloablativos se les afadid vancomicina intravenosa), el
tratamiento antibiotico pretrasplante se asocié con una mayor mortalidad en comparacion
con el tratamiento post-TPH (73). También se ha observado como importantes especies
microbianas anaerobias comensales se pierden durante el TPH después del tratamiento
antibiotico (74). Ademas, se han encontrado evidencias de que el uso de ciertos
antibioticos de amplio espectro exacerba la EICH mediante la alteracion de la microbiota
intestinal y la degradacion de la mucosa del colon, asociandose con una mayor mortalidad
relacionada con la EICH (61). Relacionado con esto, Shono Y et al. (61), han descrito en
modelos murinos la implicacion de la expansion de Akkermansia muciniphila en la
gravedad de la EICH tras el uso de ciertos antibidticos pudiendo agravar la inflamacion
intestinal. 4. muciniphila es un conocido comensal de la microbiota intestinal humana
que usualmente se asocia con efectos beneficiosos relacionados con la integridad epitelial
intestinal, pero cuyo papel puede cambiar en funcion del contexto especifico, como el uso

de antibioticos o la dieta (61, 75).

Con el objetivo de mejorar el prondstico de los pacientes sometidos a un alo-TPH,
diversos estudios, recogidos en una revision del 2021, han valorado el uso de distintas
técnicas, desde intervenciones en la dieta hasta la transferencia de microbiota fecal, como

mecanismo para lograr mantener o recuperar una microbiota sana (76).

Varias revisiones ponen de manifiesto el papel del microbioma como factor de proteccion
o resistencia frente a la colonizacion por microorganismos patogenos (77, 78). Este efecto
puede ser mediante mecanismos directos o indirectos. Los mecanismos directos hacen
referencia a la competencia por recursos, como hierro y carbono, la produccion de
sustancias antimicrobianas como bacteriocinas, la secrecion de sistemas tipo VI, la
generacion de acidos grasos de cadena corta, la modificacion del pH intestinal, la

produccion de metabolitos de triptéfano y la modulacion de la concentracion de oxigeno.
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Ademas, la microbiota intestinal también protege indirectamente al estimular la

inmunidad innata del huésped y fortalecer la barrera epitelial intestinal.

La disbiosis que se produce durante el alo-TPH puede conllevar una mayor
susceptibilidad a la colonizacion por microorganismos MR y a posibles episodios de
infeccion por estos. Un estudio reciente valoro el efecto que el uso o no de la transferencia
de microbiota fecal tiene en la evolucion de pacientes receptores de un alo-TPH
colonizados por microorganismos MR (79). Si bien no se logroé la descolonizacion de los
pacientes, se observd una mejor evolucién del trasplante y una mayor supervivencia en

aquellos que habian recibido un trasplante de microbiota fecal.

Por el contrario, en una revision sistematica publicada en 2019 que evalud la eficacia de
la trasferencia de microbiota fecal para erradicar la colonizacién por microorganismos
MR y prevenir infecciones recurrentes por estos, se observo una tasa de erradicacion entre
el 37,5% y el 87,5% (80). Sin embargo, los estudios variaron en disefio, incluyendo un
ensayo clinico aleatorizado, ensayos clinicos no controlados, estudios de cohorte
retrospectivos y series de casos. Siendo necesario la realizacion de ensayos controlados

aleatorizados para establecer datos de seguridad y eficacia mas solidos.

De lo expuesto anteriormente se desprende que es esencial conocer las resistencias locales
y el estado de colonizacion de los pacientes para optimizar el tratamiento inicial. La
microbiota intestinal, que tiene un papel protector frente a patdgenos, se ve alterada
durante el alo-TPH, lo que justifica estudios a mas largo plazo para evaluar su

recuperacion y el impacto en la colonizacion por EMR, infecciones y EICH.
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Hipotesis y objetivos

2.1. HIPOTESIS

Hipotesis 1:

La caracterizacion de la microbiota intestinal antes del TPH y a lo largo del seguimiento
hasta los 180 dias, y la deteccion de la colonizacion por EMR permitiran un mayor
conocimiento de su implicacion en el desarrollo de infecciones y en la evolucion de los
pacientes, asi como el disefio de nuevos abordajes terapéuticos (disefio de estrategias de
profilaxis, tratamientos antimicrobianos empiricos Optimos, trasplante fecal,

descontaminacion intestinal).

Hipotesis 2:

La reconstitucion de la composicion de la microbiota intestinal tras finalizar el periodo
de inmunosupresion (normalmente al sexto mes post-TPH) es un factor protector contra

el desarrollo de infecciones sistémicas y de EICH.
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2.2. OBJETIVOS

Objetivo general:

Estudiar en pacientes receptores de un alo-TPH la composicion, modificacion y

relevancia clinica de la microbiota intestinal, asi como la epidemiologia y relevancia

clinica de la colonizacidn intestinal por EMR en el desarrollo de infecciones sistémicas y

de EICH, y en la mortalidad no relacionada con la recidiva de la neoplasia hematoldgica

durante el primer afio postrasplante.

Objetivos especificos:

1.
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Estimar la incidencia de colonizacion intestinal por EMR y conocer la composicion

de la microbiota intestinal previa al trasplante y hasta el afio postrasplante.

Caracterizar microbiologicamente la composicion de la microbiota intestinal y las

cepas de EMR aisladas en los pacientes.

Estudiar la relacion entre la composicion de la microbiota y la colonizacidn intestinal

por EMR.

Determinar la incidencia de infecciones y de EICH vy si existe relacion entre éstas y

la composicion de la microbiota o la colonizacion intestinal por EMR.

Estudiar el impacto de las diferentes profilaxis antibiotica recibidas, en cada uno de
los centros participantes, en la composicion y diversidad de la microbiota intestinal

y su relacion con las infecciones.

Establecer la supervivencia global y la no relacionada con la recidiva de la neoplasia

hematologica.
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Material y métodos

3.1. DISENO DEL ESTUDIO, AMBITO Y SELECCION DE LA POBLACION

3.1.1. Diseiio del estudio

Estudio multicéntrico de cohortes prospectivo en pacientes sometidos a un alo-TPH.

3.1.2. Periodo del estudio
Cuatro afios, entre el 12 de mayo de 2017 y el 11 de diciembre de 2020.

3.1.3. Ambito del estudio

El estudio para evaluar el impacto de la colonizacion intestinal por EMR se realizé en 5
centros de tercer nivel del territorio nacional: Hospital Universitario Marqués de
Valdecilla (HUMYV), Santander, como centro coordinador; Hospital Universitario Reina
Sofia (HURS), Cordoba; Hospital Universitario de Salamanca (HUSAL), Salamanca;
Hospital Universitario Central de Asturias (HUCA), Oviedo; y Hospital Universitario 12
de Octubre (HU120), Madrid.

En el subestudio de la microbiota intestinal participaron 3 de los 5 centros: HUMYV,
HUCA y HUSAL. Contando los dos primeros centros, HUMV y HUCA, con un

seguimiento al ano de muestras de microbiota de dichos pacientes.

3.1.4. Seleccion de la poblacion de estudio

Se incluyeron todos los pacientes que ingresaron en los centros participantes para la
realizacion de un alo-TPH que cumplian todos los criterios de inclusion y ninguno de los

criterios de exclusion:

Criterios de inclusion
1. Pacientes que ingresan para realizar un alo-TPH durante el periodo de estudio en

los centros participantes.
2. Edad mayor o igual a 18 afios.

3. Firma del consentimiento informado.
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Criterios de exclusion

Presencia de uno o més de los siguientes criterios.
1. Ausencia de consentimiento escrito previa a la inclusion en el estudio.
2. Edad menor de 18 afios.

En caso de producirse un retrasplante durante el seguimiento del estudio, se permiti6 la
inclusion de ese mismo paciente como un caso nuevo, siempre y cuando cumpliese todos

los criterios de inclusién y ninguno de los de exclusion.

3.1.5. Protocolos clinicos de cada centro participante

Segun la practica clinica habitual, cada centro participante emple6 su propio protocolo de
profilaxis antibiotica. El HUMV y HU120 no emplearon profilaxis antibidtica, el HUCA
y el HUSAL utilizaron quinolonas, concretamente ciprofloxacino y levofloxacino,
respectivamente, durante el periodo de neutropenia; y el HURS emple6 ceftriaxona como

profilaxis antibacteriana en neutropenia severa.

Los pacientes en los que se detectd colonizacién por EMR se abordaron segin el
protocolo clinico de cada hospital. En todos los centros se tomaron medidas de
aislamiento y no se les administré ningun tratamiento antibidtico siempre y cuando no
presentasen clinica asociada. En caso de fiebre neutropénica, el aislamiento de algin
microorganismo en el frotis rectal fue tenido en cuenta para la pauta del tratamiento

empirico.

En el estudio de la microbiota intestinal, con relacion a la dieta, no se realizaron
restricciones dietéticas. Aunque en el HUCA se recomend6 seguir una dieta de baja carga
bacteriana restringiendo el consumo de carnes y pescados crudos, quesos no

pasteurizados o embutidos.

3.2. DETERMINACION DEL TAMANO MUESTRAL

Segun informacion de Bilinski J et al. (81) asumimos que la prevalencia de colonizacion
por EMR en pacientes con alo-TPH es del 30%, por lo que la razén expuestos/no

expuestos es de 0,5. Desde un abordaje conservador, y segin informacion del estudio
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previo, se pretende poder detectar unas diferencias de incidencia de infecciones por
enterobacterias MR de un 20% entre los pacientes con y sin colonizacion (riesgo en no
colonizados de infeccion por EMR de 10%; riesgo relativo [RR]=3), con un alfa de 0,05
(dos colas) y un beta de 0,2. Usando la aproximacion normal corregida, el tamafio
muestral necesario es de 168 pacientes. Considerando que los pacientes no evaluables o
perdidos podrian suponer un 10% adicional, se estableci6 un tamafo muestral de 185

pacientes.

En relacion a la microbiota intestinal, no existe una metodologia estandarizada para la
elaboracion de estudios sobre microbiota, encontrandose una alta heterogeneidad de
poblacion reclutada y tiempos de seguimiento en la bibliografia. Estos factores dificultan
el obtener un calculo exacto del tamafio muestral necesario para realizar un estudio de
microbiota. En este caso, el tamafio muestral fue calculado basandonos en trabajos
previos en este campo en el que se definié un tamafio muestral para detectar como
estadisticamente significativas diferencias en la prevalencia de especies bacterianas en la
microbiota de un 30%, es decir, detectandose pérdidas de diversidad en las que existe
dominancia de un taxon Unico representando éste un 30% de la diversidad de la muestra;
con un riesgo alfa de 0,05 y un riesgo beta de 0,2 en un contraste bilateral. Por lo que se

considero necesario reclutar al menos 76 pacientes.

3.3. SEGUIMIENTO
El seguimiento se llevd a cabo desde el momento de ingreso de los pacientes para la
realizacion del alo-TPH hasta el afio postrasplante o hasta el exitus (si se produjo dentro

de ese periodo).

A todos los pacientes incluidos en el estudio se les recogié una muestra de frotis rectal en
el momento pretrasplante y durante el postrasplante a distintos tiempos: semanalmente
durante el primer mes (dias +7, +14, +21, +30), quincenalmente hasta el dia +100 (dias
+45, +60, +75, +90, +100), mensualmente hasta los 6 meses postrasplante (dias +120,
+150, +180) y las muestras de seguimiento tras el periodo de inmunosupresion: a los 9

meses y al afio postrasplante.

A los pacientes que participaron en el subestudio de microbiota intestinal, ademas del

frotis rectal, se les recogi6é una muestra de heces en el momento pretrasplante y durante
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el postrasplante a distintos tiempos: a los 14, 30, 60 y 100 dias postrasplante, y las
muestras de seguimiento tras el periodo de inmunosupresion, a los 9 meses y al afio del

alo-TPH.

3.4. RECOGIDA DE DATOS CLINICOS

En cada visita, ademas de las muestras bioldgicas, se registr6 la informacion
correspondiente a las variables clinicas sobre la evolucion de los pacientes. Esta
informacioén incluyo todos los datos epidemiologicos y clinicos que pudieran afectar al
prondstico clinico, la evolucion clinica del trasplante, la aparicion de infecciones durante
el seguimiento y la composicion de la microbiota intestinal: edad del paciente, sexo,
comorbilidades previas, el HCT-CI index (tabla 2), el EBMT risk score (tabla 3), el DRI
index (tabla 4), habitos toxicos, procedimientos invasivos recientes, ingresos previos en
los ultimos 6 meses, tratamientos antibidticos previos, episodios de infeccion en los 3
meses previos al trasplante; datos del trasplante, tipo de trasplante, tipo de
acondicionamiento, profilaxis de EICH recibida, profilaxis antimicrobiana; durante el
seguimiento se tuvo en cuenta la aparicion de fiebre, episodios de toxicidad (con especial
relevancia a la toxicidad digestiva como mucositis y/o diarrea), desarrollo de EICH agudo
y crénico, necesidad de procedimientos invasivos postrasplante, ingreso en unidad de
cuidado intensivos, reingresos tras el alta hospitalaria por el alo-TPH, recidiva de la
enfermedad hematoldgica y muerte del paciente. Ademas, se recogio la informacion
relativa a cualquier episodio de infeccion por EMR, correlacionando estos datos con los

resultados del estudio de la colonizacion intestinal por EMR.

Para la definicion de las causas primarias y secundarias de mortalidad se empled la
clasificacion jerarquica descrita por Copelan E et al. (82) y Hahn T et al. (83) utilizadas

en el trasplante hematoldgico.

Para la recogida de las variables clinicas del estudio en los distintos centros se diseiid un
cuaderno de recogida de datos en formato formulario en el programa Word de Microsoft
Office. Posteriormente, los datos fueron unificados por el centro coordinador en una base
de datos disefnada para tal fin en el programa Access de Microsoft Office. La informacion

fue recogida mediante la revision de la historia clinica de los pacientes, siguiendo las
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definiciones y criterios previamente acordados y que no se modificaron a lo largo del

estudio.

3.5. PROCESAMIENTO DE LAS MUESTRAS. ANALISIS MICROBIOLOGICOS

3.5.1. Muestras de colonizacion intestinal por enterobacterias multirresistentes

3.5.1.1. Recogida, conservacion y transporte de frotis rectales
Para la toma del frotis rectal se utilizé una torunda con medio de transporte tipo Amies-
Stuart® que se introdujo a través del esfinter anal unos 2 cm y se roté contra las criptas
rectales, manteniéndose durante 10 segundos antes de extraer el hisopo. Para que la
muestra fuese considerada valida, debia haber constancia en la torunda de material fecal,
no siendo aceptable en ninglin caso una torunda limpia. La muestra de heces se considerd
igualmente valida que el frotis rectal. En el caso de que fuese necesario la administracion
de un enema al paciente, la muestra siempre que fuera posible debia tomarse previamente.
El tiempo transcurrido desde su recogida hasta su entrega en el laboratorio de
Microbiologia local fue inferior a 2 horas, habiéndose mantenido en la nevera a 4°C de

no ser posible su envio en ese plazo.

Los escobillones se sembraron en dos tipos de placas cromogénicas comerciales
disefiadas para aislar EMR a cefalosporinas de amplio espectro y a carbapenémicos, y en
una placa de agar no selectivo (ej. Agar McConkey) para comprobar, por una parte, la
correcta toma de la muestra y, por otra, para poder identificar aquellas enterobacterias
productoras de AmpC que no crecerian en las placas selectivas. Los microorganismos
recuperados se identificaron a nivel de especie en cada centro participante, donde se
realizd un antibiograma preliminar. Las cepas se mantuvieron congeladas al menos a -
20°C en caldo soja-tripticasa con glicerol o similar hasta su envio al HUMV para su

completa caracterizacion.

Si durante el seguimiento del paciente en el estudio se detectd algin episodio de infeccion
por una EMR, se procedié a la identificacion de la cepa a nivel de especie y a la

realizacion del antibiograma habitual en cada centro. Posteriormente, la cepa se conservo

71



Material y métodos

en las condiciones previamente descritas hasta su envio al HUMV para estudios

microbiologicos.

3.5.1.2. Anadlisis microbiologicos de las cepas
Tanto para las cepas que causan colonizacidon como infeccion se realizé un antibiograma
de referencia mediante microdilucion para el estudio de la sensibilidad a beta-lactdmicos:
amoxicilina, aztreonam, piperacilina, cefalosporinas de amplio espectro (cefoxitina,
cefotaxima, cefepime y ceftazidima) y carbapenémicos (imipenem, meropenem Yy
ertapenem); quinolonas (4cido nalidixico, ciprofloxacino y levofloxacino);
aminoglucoésidos (gentamicina, amikacina, tobramicina, netilmicina, arbekacina);
trimetropim-sulfametoxazol, fosfomicina, tigeciclina y colistina. Se hizo el calculo de la
concentracion minima inhibitoria (CMI50 y CMI90). Segun su perfil de resistencia en el
antibiograma, las cepas se clasificaron en tres categorias: multirresistentes,

multirresistentes dificiles de tratar y extremadamente resistentes (84—86).

Se estudid la inducibilidad/hiperproduccion de AmpC, la produccion de BLEEs
(mediante prueba de sinergia de cefalosporinas de amplio espectro con &cido
clavuldnico), y la posible presencia de carbapenemasas (por reaccion en cadena de la

polimerasa [PCR]).

Ademas, se llevo a cabo la caracterizacion molecular (mediante PCR simple o multiplex)
de los mecanismos de resistencia en las cepas que presentaron un fenotipo sugestivo de
los mismos: BLEEs, cefamicinasas plasmidicas y carbapenemasas; genes gnr (resistencia
a quinolonas mediada por plasmidos); genes codificadores de enzimas modificadoras de

aminoglucosidos y genes codificadores de AmpC plasmidica (tablas 6-11).

Se comprobo la relacion clonal de los aislamientos de la misma especie procedentes de
cada paciente mediante PCR de repeticiones palindrémicas extragénicas ( “repetitive
extragenic palindromic PCR”, rep-PCR). Esta técnica es un método rapido y sencillo para
caracterizar microorganismos y estudiar su relacion clonal (limitado a bacilos
gramnegativos). Consiste en la amplificacion de fragmentos de ADN entre secuencias
repetidas mediante PCR y su separacion por electroforesis, generando un patrén unico
para cada cepa basado en el polimorfismo de estas regiones (87). Los “primers”
empleados fueron: REP-1: 5’-III-GCG CCG ICA TCA GGC-3’y REP-2: 5’-ACG TCT
TAT CAG GCC TAC-3".
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Tabla 6. “Primers”y protocolo de PCR de genes relacionados con la produccion de BLEEs: CTX-M, TEM y SHV. Fuente: Pagani L et al., 2003 (88) y
Rasheed JK et al., 1997 (89).
. . =y as Amplicon | .. Desnaturalizaciéon G L -
Gen Primers Secuencia (5°-3°) pb Ciclos Inicial Desnat. | Hibridacion| Extension | Ext. final
CTXMU-F ATGTGCAGYACCAGTAARGT
blaCTXM 593 35 94°C 5 min 94°C 30s 55°C 30s 72°C 40s 72°C 7min
CTXMU-R | TGGGTRAARTARGTSACCAGA
TEM-F ATGAGTATTCAACATTTCCG
blaTEM 867 30 94°C 5 min 94°C 30s 55°C 30s 72°C 40s 72°C 7min
TEM-R CTGACAGTTACCAATGCTTA
SHV-F GGGTTATTCTTATTTGTCGC
blaSHV 930 30 94°C 5 min 94°C 30s 55°C 30s 72°C 40s 72°C 7min
SHV-R TTAGCGTTGCCAGTGCTC
Tabla 7. “Primers”y protocolo de PCR de los genes blaCTXM del grupo 1y grupo 9. Fuente: Ruiz del Castillo et al., 2013 (90).
Gen . . =5 a5 Amplicon | . Desnaturalizacion o o
blaCTXM Primers Secuencia (5°-3°) pb Ciclos Inicial Desnat. | Hibridacion| Extension | Ext. final
CTXMI-F ATGGTTAAAAAATCACTG
GRUPO1 912 30 94°C 5 min 94°C 30s 55°C 30s 72°C 40s 72°C 7min
CTXMI1-R TTACAAACCGTYGGTGAC
CTXMO9-F GTGACAAAGAGAGTGCAACGG
GRUPO9 873 30 94°C 5 min 94°C 30s 55°C 30s 72°C 40s 72°C Tmin
CTXM9-R TTACAGCCCYTYGGCGAT
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Tabla 8. “Primers”y protocolo de PCR de los genes que codifican para carbapenemasas (CBPs). Fuente: Galani [ et al., 2005 (91), Mir¢ E et al., 2013

(92), Oteo J et al., 2013 (93), Yigit H et al., 2001 (94), Osterblad M et al., 2012 (95) y Poirel L et al., 2011 (96).

Amplicon

Desnaturalizacion

Gen CBP Primers Secuencia (5°-3°) pb Ciclos inicial Desnat. | Hibridacion | Extension | Ext. final

blaVIM-like blaVIM-like-F ATGGTGTTTGGTCGCATATC 510 30 94°C 3min 94°C 30s | 60°C 30s 72°C 40s 72°C 2min
blaVIM-like-R TGGGCCATTCAGCCAGATC

blaIMP-like blaIMP-like-F GAAGGCGTTTATGTTCATAC 586 30 94°C 3min 94°C 30s | 55°C 30s 72°C 40s 72°C 2min
blaIMP-like-R GTAAGTTTCAAGAGTGATGC

blaNDM-like blaNDM-like-F CCATGCGGGCCGTATGAGTGATTG 700 30 94°C 3min 94°C 30s | 60°C 30s 72°C 40s 72°C 2min
blaNDM-like-R TCGCGAAGCTGAGCACCGCATTAG

blaOXA-48 like | blaOXA-48 like-F | TGCGTGTATTAGCCTTATCG 784 30 94°C 3min 94°C 30s | 60°C 30s 72°C 40s 72°C 2min
blaOXA-48 like-R | TTTTTCCTGTTTGAGCACTTC

blaKPC-like blaKPC-like-F TGTCACTGTATCGCCGTC 882 30 94°C 3min 94°C 30s | 60°C 30s 72°C 40s 72°C 2min
blaKPC-like-R TTACTGCCCGTTGACGCC

GES GES-F CTATTTGTCCGTGCTCAGG 801 35 94°C 3min 94°C 15s | 60°C 15s 72°C 2min | 72°C 2min
GES-R ATGCGCTTCATTCACGCAC
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Tabla 9. “Primers”y protocolo de PCR de los genes QNR, responsables de la resistencia a quinolonas. Fuente: Cattoir V et al., 2007 (97), Cano M et al.,

2009 (98), Kraychete G et al., 2016 (99) y Rodriguez-Martinez J et al., 2016 (100).

Gen Primers Secuencia (5’-3’) Amggcén Ciclos | Desnaturalizacion lzzlsg:: Hibridacion | Extension | Ext. final

qnrA qnrA-F AGA GGATTT CTC ACG CCA GG 579 25 94°C 1 min 94°C 30s [ 56°C 30s 72°C 30s | 72°C 2min
qnrA-R TGC CAG GCA CAG ATC TTG AC

qnrB qnrB-F GGM ATH GAA ATT CGC CAC TG* 263 94°C 1 min 94°C 30s [ 56°C 30s 72°C 30s | 72°C 2min
qnrB-R TTYGCBGYYCGCCAGTCGAA

qnrS qnrS-F GCAAGT TCATTG AAC AGG GT 427 94°C 1 min 94°C 30s [ 56°C 30s 72°C 30s | 72°C 2min
qnrS-R TCT AAA CCG TCG AGT TCG GCG

qepA qepA-F AAC TGC TTG AGC CCG TAG AT 189 94°C 1 min 94°C 30s [ 56°C 30s 72°C 30s | 72°C 2min
qepA-R CGT GTT GCT GGA GTT CTT CC

qnrC qnrC-F GGG TTG TAC ATT TAT TGA ATC G 308 25 94°C 1 min 94°C 30s [ 56°C 30s 72°C 30s | 72°C 2min
qnrC-R CAC CTACCCATTTAT TTT CA

qnrD qnrD-F AGG TGT AGC ATG TAT GGAAAA GC | 691 25 94°C 1 min 94°C 30s | 56°C 30s 72°C 30s | 72°C 2min
qnrD-R ACATTG GGG CAT TAG GCG TT

oqxAB | ogqxAB-F GAC GAC AAA GCG GTACTG AC 448 25 94°C 1 min 94°C 30s [ 56°C 30s 72°C 30s | 72°C 2min
0gxAB-R  |GTC TCG GCA ATC ACT TTC GG

*M=A or C; H=A or C orT; Y=C or T; K=T or G; R=A or G
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Tabla 10. “Primers” y protocolo de PCR de los genes que codifican para enzimas modificadoras de aminoglucésidos (AMEs). Fuente: Mir6 E et al.,

2013 (92), Park C et al., 2006 (101) y Fernandez-Martinez M et al., 2015 (102).

Gen AMEs Resistencia Primers Secuencia (5°-3°) Amg:)ic()n Ciclos | Desnaturalizacion | Hibridacion | Extension fl;::;

AAC(6")-Ib/cr | Ak, K, Nt, To | AAC6'-Ib-cr-F | TTGCGATGCTCTATGAGTGGCTA 482 30 94°C /0,30 60°C /0,30 |72°C 71’ 72°C 7'
AAC6'-Ib-cr-R | CTCGAATGCCTGGCGTGTTT

AAC(3)-Ila Gm, Nt, To AAC3-IIa-F | GGCAATAACGGAGGCGCTTCAAAA | 563 30 94°C /0,30 55°C /0,30 |72°C 1' 72°C 7'
AAC3-Ila-R | TTCCAGGCATCGGCATCTCATACG

ANT(@2")-Ia Gm, K, To ANT2"-Ia-F | CGTCATGGAGGAGTTGGACT 303 30 94°C /0,30 55°C /0,30 |72°C 1 72°C 7'
ANT2"-Ia-R | CGCAAGACCTCAACCTTTTC

AAC(3)-Ia Gm AAC3-Ia-F GCAGTCGCCCTAAAACAAA 464 30 94°C /0,30 55°C /0,30 |72°C 1' 72°C T
AAC3-Ia-R CACTTCTTCCCGTATGCCCAACTT

APH(3")-1a K, Nm APH3'-la-F CGAGCATCAAATGAAACTGC 624 30 94°C /0,30 55°C /0,30 |72°C 1 72°C 7'
APH3'-1a-R GCGTTGCCAATGATGTTACAG

APH(3")-11a K, Nm APH3'-1la-F | GAACAAGATGGATTGCACGC 680 30 94°C /0,30 55°C /0,30 |72°C 1 72°C 7'
APH3'-1la-R | GCTCTTCAGCAATATCACGG

APH(3')-VIa | Ak, K, Nm APH3'-VIa-F | AAAGCGATCAATGCAAAACC 310 30 94°C /0,30 55°C /0,30 |72°C 1' 72°C T
APH3'-VIa-R | TATCCGTGATATCGCCATGA

Ak, amikacina; Gm, gentamicina; K, kanamicina; Nm, neomicina; Nt, netilmicina; To, tobramicina.
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Tabla 11. “Primers” 'y protocolo de PCR de los genes que codifican para AmpC plasmidicas. Fuente: Pérez-Pérez F et al., 2002 (103).

Amplicon

Desnat.

Gen Primers Secuencia (5°-3°) = Ciclos | Desnaturalizacion inicial Hibridacion | Extension | Ext. final
MOX-1, MOX-2,| MOXM-F |GCTGCTCAAGGAGCACAGGAT |520 25 94°C 2 min 94°C 30s | 64°C 30s 72°C 30s | 72°C 2min
CMY-1, CMY-8 a
CMY-11 MOXM-R | CACATTGACATAGGTGTGGTGC
LAT-1, CMY-2 a|CITM-F TGGCCAGAACTGACAGGCAAA | 462 25 94°C 2 min 94°C 30s | 64°C 30s 72°C 30s | 72°C 2min
CMY-7 CITM-R TTTCTCCTGAACGTGGCTGGC
DHAL DHAZ2 DHAM-F | AACTTTCACAGGTGTGCTGGGT |405 25 94°C 2 min 94°C 30s | 64°C 30s 72°C 30s | 72°C 2min
- ~ |DHAM-R |CCGTACGCATACTGGCTTTGC
ACC ACCM-F | AACAGCCTCAGCAGCCGGTTA |346 25 94°C 2 min 94°C 30s | 64°C 30s 72°C 30s | 72°C 2min
ACCM-R | TTCGCCGCAATCATCCCTAGC
MIRAT ACT-A EBCM-F | TCGGTAAAGCCGATGTTGCGG  |302 25 94°C 2 min 94°C 30s | 64°C 30s 72°C 30s | 72°C 2min
EBCM-R |CTTCCACTGCGGCTGCCAGTT
FOXM-F | AACATGGGGTATCAGGGAGATG |190 25 94°C 2 min 94°C 30s | 64°C 30s 72°C 30s | 72°C 2min
FOX-1 a FOX-5b
FOXM-R | CAAAGCGCGTAACCGGATTGG
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En aquellos casos en los que se demostro relacion clonal entre cepas obtenidas en las
muestras de colonizacion y muestras clinicas de un episodio de infeccidon, se
seleccionaron las cepas para un futuro estudio adicional de secuenciacion de genoma
completo. Ademas, también se selecciono una cepa de colonizacion por cada paciente

para su secuenciacion.

El ADN de las cepas seleccionadas se extrajo con el kit comercial por centrifugacion en
columna NucleoSpin® Microbial DNA Kit Ref. 740235.250 (Macherey-Nagel, Diiren,
Alemania) siguiendo las instrucciones del fabricante. La concentracion y calidad del ADN
fueron comprobados usando el espectrofotometro Nanodrop® (Thermo Fisher Scientific)
y el fluorimetro Qubit® (SigmaAldrich). Los aislados con concentraciones superiores a
20 ng/pul y rangos A260/A280 ~1,8 a 2,0 y A260/A230 ~2,0 a 2,2 se seleccionaran para
llevar a cabo la preparacion de librerias de secuenciacion. Para ello se empleara el kit
Rapid Barcoding Kit RBK114-24 (Oxford Nanopore Technologies, LTD. UK), que

permite multiplexar hasta 24 muestras por carrera de secuenciacion.

Para la secuenciacion de genoma completo de los aislados se utilizara el dispositivo
MinlON MKI1B, con FlowCells r10.4.1 (Oxford Nanopore Technologies), empleando su
software propietario MinKnow v.25.05.14 para la gestion de la carrera de secuenciacion
y el software dorado v.1.1.1 para realizar, en tiempo real, la llamada de bases
(“basecalling” en modo sup (calidad maxima) con el modelo
dna r10.4.1 e8.2 400bps_sup@yv5.0.0. Las carreras se llevaran a cabo hasta que uno de
los siguientes sea cierto: 1) que todas las muestras hayan producido al menos 180 MB de
datos crudos en formato FASTQ comprimido en gzip (suficiente para una profundidad
media de secuenciacion de 30x para un genoma bacteriano promedio de 5 Mbp), 2) que
todas los poros de secuenciacion en la FlowCell se hayan agotado, 3) que se hayan

cumplido las 48 horas desde que se inici6 la carrera.

3.5.2. Muestras de microbiota intestinal

3.5.2.1. Recogida, conservacion y transporte de muestras de heces
Siguiendo las recomendaciones de la Sociedad Espafiola de Enfermedades Infecciosas y

Microbiologia Clinica recogidas en el documento N° 59 “Microbiota” de los
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Procedimientos en Microbiologia Clinica (104) se emplearon muestras de heces, que es

el tipo de muestra mas frecuente para el estudio de la microbiota intestinal.

Las muestras fueron recogidas en contenedores estériles de boca ancha del modo mas
aséptico posible y entregadas al laboratorio de Microbiologia de cada hospital. El tiempo
transcurrido desde su recogida hasta su entrega en el laboratorio fue inferior a 2 horas,

habiéndose mantenido en la nevera a 4°C de no ser posible su envio en ese plazo.

Para facilitar la recogida de las muestras de seguimiento una vez el paciente no se
encontraba hospitalizado, se les hizo entrega de un kit con todo el material necesario para
la correcta manipulacion de la muestra al alta hospitalaria: instrucciones para la recogida,
bote estéril, espatula estéril, guantes y bolsa de plastico hermética para el almacenamiento
de la muestra en el congelador (Anexo V). Las muestras fueron congeladas a -20°C en los
15 minutos siguientes a la defecacion, pudiendo conservarse de esta forma hasta 3 dias.
El dia de la consulta médica, el paciente entregaba las muestras al personal sanitario que
lo hacia llegar al laboratorio de Microbiologia para su correcta conservacion a -80°C hasta
el momento de su procesamiento. Este tipo de muestras pueden sufrir hasta 4 ciclos de

congelacidon-descongelacion sin que la microbiota sufra cambios importantes.

3.5.2.2. Seleccion de las muestras
Para el analisis de datos y procesamiento de las muestras, se seleccionaron aquellos
pacientes en los que se hubiera recogido un minimo de una muestra pretrasplante y dos
muestras durante el seguimiento postrasplante. Los pacientes fallecidos durante los 30
primeros dias tras el trasplante fueron excluidos, a excepcion de aquellos que tuvieran al

menos una muestras postrasplante disponible.

3.5.2.3. Extraccion de dcidos nucleicos
Las muestras de heces fueron descongeladas de manera gradual durante 24 horas a 4°C
para minimizar la posible pérdida de los grupos bacterianos mas sensibles a los cambios

de temperatura.

Para la extraccion del ADN a partir de las heces se empleo el sistema comercial QIAamp
PowerFecal DNA Kit Cat No./ID: 12830-50 (Qiagen, Hilden, Alemania) siguiendo las

instrucciones del fabricante. La concentraciéon de ADN se midio con un fluorimetro
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Qubit® (Invitrogen) y se almacend a -20°C hasta la preparacion de la libreria de

secuenciacion.

3.5.2.4. Preparacion de la libreria y secuenciacion
Para evaluar la diversidad de la microbiota, se llevo a cabo la amplificacion de la region
variable V3-V4 del gen que codifica la subunidad pequena del acido ribonucleico
ribosdmico (ARNr) bacteriano 16S (figura 11) mediante PCR, utilizando “primers”

especificos para tal efecto (105).

515F-Y #926R
515F 4806RB
515F » €806R
PRK341F» 4@PRK806R
341F W €785R
Vaf € Var
27F ¥ 4338R B969F » @BA1406R
V1 V2 V3 \'Z VS Ve v7 V8 V%
0 500 10I00 15100
base pairs

Figura 11. Esquema del gen que codifica para el ARNr 16S y la posicion relativa que abarcan
distintos “primers” en relacion a las regiones variables (V, marcadas en gris). Fuente: Lee H
et al., 2023 (106).

En blanco se encuentran las regiones conservadas del gen. Para este experimento se seleccionaron
los “primers” 341F: CCTACGGGNGGCWGCAG y 785R: GACTACHVGGGTATCTAATCC
que cubren la region V3-V4 (105).

Las librerias se construyeron siguiendo el protocolo "/6S Metagenomic Sequencing
Library Preparation” (Illumina, San Diego, CA, EE.UU.). Una vez normalizadas y
ajustadas las concentraciones a 4nM, de forma que se encuentren en una concentracion
equimolar en un tinico "pool”, se desnaturalizaron con NaOH 0,2 N, y se combinaron con

PhiX (Illumina, San Diego, CA, EE.UU.) como control.

Las muestras se secuenciaron con tecnologia de sintesis paralela en una plataforma MiSeq
(Illumina, San Diego, CA, EE.UU.), utilizando un kit V3 de ciclo 2 x 300 (paired-end)
(Illumina, San Diego, CA, EE.UU.), siguiendo los protocolos de secuenciacion de

[llumina.
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3.6. ANALISIS BIOINFORMATICO

Una vez obtenidas las secuencias, lecturas o “reads”, tras la secuenciacion, se llevo a
cabo su analisis de calidad, filtrado, eliminacion de secuencias quiméricas productos de
errores en la secuenciacion, obtencion de variantes de secuencia de amplicon (“Amplicon
Variant Sequence”, ASVs) mediante la agrupacion o “clustering” de secuencias idénticas
que permiten resolver diferencias a nivel de un solo nucle6tido, asignacion taxondmica
usando bases de referencia, analisis de diversidad alfa (diversidad inherente a una misma
muestra, intra-muestra) y diversidad beta (diferencias en la diversidad entre muestras),
construccion de arbol filogenético y representacion grafica de la composicion en ASVs.

Todos estos andlisis se encuentran detallados en los siguientes subapartados.

Para ello, se sigui¢ el flujo de trabajo basado en el pipeline QIIME2 (figura 12) dentro de
la plataforma web Galaxy. QIIME2 (“Quantitative Insights Into Microbial Ecology”)
(107) es un pipeline bioinformatico basado en Python para llevar a cabo analisis de la
microbiota a partir de datos crudos de secuenciacion de muestras de ADN.
Tradicionalmente, se empleaba como plataforma de andlisis de datos de genes
marcadores, normalmente 16S o la regidén espaciadora interna transcrita (“Internal
Transcribed Spacer”, ITS) de hongos, pero en la actualidad, se trata de un software con
muchas dependencias de otros programas que permite un analisis multiomico de muestras
de microbiota. Se puede ejecutar directamente desde la linea de comandos y cuenta con
variedad de aplicaciones desarrolladas por la comunidad de usuarios para la realizacién

de diferentes analisis de microbiota.

Galaxy (108) es una plataforma abierta basada en la web para el flujo de trabajo cientifico.
Inicialmente desarrollado para investigacion gendmica, actualmente se utiliza como un
sistema general de gestion de flujo de trabajo de bioinformatica. Cuenta con una amplia
gama de herramientas bioinformaticas que permiten procesar, analizar y visualizar datos

de la microbiota en general.
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Figura 12. Esquema del flujo de trabajo empleado en el pipeline QIIME2. Fuente: QIIME 2

development team, 2016 (109).

3.6.1. Analisis primario. Calidad, filtrado v preprocesado de las secuencias

En un primer paso, se comprobo la calidad y caracteristicas de los archivos fastq crudos

(“raw reads’’) obtenidos de la secuenciacion mediante las herramientas FastQC (110) y

MultiQC (111), que proporciona una evaluacion de la calidad global al generar un informe

resumen de todos los informes de calidad existentes.

A continuacion, se llevé a cabo un preprocesamiento inicial de las secuencias mediante

el filtrado de las regiones de baja calidad de los “raw reads” y la eliminacion de

adaptadores con la herramienta FastP (version 0.23.2) (112). Los parametros de calidad

establecidos para ello fueron:

1. Longitud minima de las lecturas de 225 pb.

2. “Phred-score” promedio de 30 en la ventana de anélisis.

3. La ventana de analisis va del extremo 3’ a 5°.

4. “Phred-score” por base > 25.

5. Un maximo de 4 bases no asignadas (N) por lectura.
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6. El tamaiio de ventana se establece en 3 bases.

Se reviso la calidad de los archivos obtenidos tras el filtrado con las herramientas FastQC

y MultiQC.

Todas las muestras que, por sus caracteristicas o nimero de lecturas, no superaron el
analisis de calidad fueron descartadas y no se incluyeron en el analisis secundario. En el
caso de que una de las muestras eliminadas se correspondiese con una muestra
pretrasplante (muestra basal), todas las muestras de ese mismo paciente fueron también

eliminadas del analisis.

3.6.2. “Denoising” v analisis secundario

Una vez realizado el preprocesamiento, las lecturas preprocesadas y los metadatos se
importaron al formato propio de QIIME2 y se cargaron en la plataforma web Galaxy
Bioinformatics. Se empleo el servidor publico https://cancer.usegalaxy.org/ para analizar

los datos con la herramienta QIIME2 version 2022.11.2.

A continuacion, se llevé a cabo el “denoising” o eliminacion de ruido de las lecturas, la
eliminacion de los “primers” (17pb en sentido “forward” y 21pb en sentido “reverse”),
de las lecturas truncadas, y la fusiéon de los extremos emparejados a través de la
herramienta DADA2 (113), que permite un filtrado de calidad de secuencias mas estricto,
favoreciendo la identificacion posterior de ASVs. La eliminacion de ruido o “denoising”
elimina los posibles errores de secuenciacion, como las secuencias quiméricas o los
“singletones”. Las lecturas fueron truncadas a una longitud de 250pb en el sentido
“forward” y a 240pb en el sentido “reverse” debido a la disminucion de las puntuaciones

de calidad de las secuencias al final de estas.

Tras la eliminacion de ruido, se llevo a cabo la asignacion de las lecturas a ASVs, gracias
al “plugin feature-table”, obteniéndose la tabla de caracteristicas o “feature table”, que
proporciona informacion de cuantas lecturas o secuencias se asocian con cada muestra 'y
con cada caracteristica. Se llevo a cabo un filtrado de aquellas ASVs que aparecian en
menos de dos muestras y con una frecuencia total menor de 10, evitando asi posibles

sesgos introducidos por taxones raros o muy poco frecuentes.

La asignacion taxonémica de cada caracteristica o ‘“‘feature” presente en las muestras se

realizd mediante un clasificador Naive Bayes pre entrenado con los “primers ” utilizados
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en nuestro experimento (figura 11) basado en la base de datos de referencia GreenGenes2
(114), en concreto 2022.10.backbone.full-length.fna.qza, utilizando el “plugin feature-
classifier” (115). Las lecturas no asignadas al reino bacteriano y las ASVs sin asignacion

de filo se eliminaron del analisis

Se construyd un arbol filogenético utilizando los “plugins alignment” (116) y

“phylogeny” (117).

3.6.3. Analisis terciario: analisis estadistico de los datos

La tabla de ASVs, la asignacion taxondmica, el arbol filogenético y los metadatos de las
muestras se ensamblaron en un objeto phyloseq utilizando el paquete phyloseq version
1.46.0 (118) en R. Phyloseq es un paquete de Bioconductor ( “Open Source Software For
Bioinformatics ) para la manipulacion y andlisis de datos metagendmicos una vez han
sido procesados. Este paquete crea un objeto compuesto por diferentes elementos: el
numero de caracteristicas observadas por muestra, los metadatos, la tabla de taxonomia y
el arbol filogenético, obtenidos en este caso a través del procesamiento en QIIME2. Los
subsiguientes andlisis de diversidad, analisis de abundancia diferencial y visualizaciones
se realizaron utilizando el paquete microbiome (version 1.24.0) (119), el paquete vegan
(version 2.6-6.1) (120), el paquete microbiomeMarker (version 1.8.0) (121), y el paquete
ggplot2 (version 3.5.1) (122), dentro del entorno estadistico R version 4.3.3 (2024-02-29
ucrt) (123).

Mediante la construccion de curvas de rarefaccion (figura 13) se comprob6 que todas las
muestras estuvieran correctamente secuenciadas, alcanzandose una profundidad de

secuenciacion suficiente para captar toda la diversidad existente.
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Figura 13. Curvas de rarefaccion construidas en Galaxy con el plugin diversity alpha-
rarefaction. Fuente: elaboracion propia.

Representacion del nimero de taxones observados (observed features, eje Y) en funcion de la
profundidad de secuenciacion (eje X) de cada una de las muestras de microbiota intestinal
analizadas (cada linea).

Tras revisar los andlisis de rarefaccion, y para minimizar el sesgo por variaciones en la
profundidad de secuenciacion, todas las muestras se normalizaron a una profundidad de
secuenciacion comun de 7.078 lecturas por muestra antes de realizar los analisis de
diversidad. Ademads, se excluyeron del analisis las muestras de seguimiento de los
pacientes cuya muestra basal no superd el filtro de normalizacién (se excluyeron 20

muestras).

Para analizar la dindmica temporal de la microbiota intestinal se generaron distintos

subconjuntos de muestras:

1) Subconjunto longitudinal hasta dia +100: se incluyeron las muestras pretrasplante,

del dia +14, +30, +60 y +100 dias post-TPH.

2) Subconjunto basal: unicamente se incluyeron las muestras pretrasplante de los
pacientes participantes, con el objetivo de examinar la composicion inicial de la
microbiota y su posible correlacion con la evolucion clinica posterior del

trasplante.

3) Subconjunto neutropenia: se incluyeron las muestras recogidas desde el momento

post-TPH inmediato hasta el dia +18, centrandose especificamente en el periodo
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de neutropenia. Se utilizo la mediana del nimero de dias en los que los pacientes

recuperaron 500 neutrofilos como punto de corte: 17,67 dias.

4) Subconjunto longitudinal hasta el afio postrasplante: se incluyeron las muestras
de aquellos pacientes que participaron en el estudio NVAL21/18, a los que se les

realiz6 una recogida de muestras hasta el afio postrasplante.

3.7. ANALISIS ESTADISTICO

A partir de las variables recogidas en la base de datos se generd el archivo de metadatos
de las muestras. El analisis estadistico de las variables clinicas fue realizado con el
programa STATA SE 16 (124). El analisis y representacion grafica de los datos obtenidos
de la microbiota se llevd a cabo con el programa R version 4.3.3 (2024-02-29 ucrt) (123).

3.7.1. Analisis de resultados clinicos vy microbiologicos

Cada variable fue estudiada para evaluar su distribucion paramétrica o no paramétrica
con la prueba de Shapiro-Wilk y la homogeneidad de varianzas con la prueba de Levene.
Los resultados de las variables cuantitativas se expresaron con la media y su desviacion
estandar (DE) o mediana y rango intercuartilico (RIQ); mientras que los resultados de las
variables categoricas se expresaron como frecuencias absolutas y porcentajes. Para
detectar las diferencias entre dos variables cuantitativas se utilizo la t de Student y la
prueba de ANOVA, en el caso de que las variables siguieran una distribucion paramétrica;
y la prueba de Wilcoxon y Kruskal-Wallis, en el caso de distribuciones no paramétricas.
Considerando una comparacion multiple con la correccion FDR en las variables con mas
de dos categorias. En el caso de variables cualitativas, se empled la prueba chi cuadrado,
y el test exacto de Fisher cuando los efectivos esperados fueron menor de 5. Se llevo a
cabo un analisis de supervivencia mediante Kaplan-Meier y regresion de Cox. Las curvas

de supervivencia fueron comparadas con la prueba de log-rank y el test de Breslow.

Se calcularon las odds ratio (OR) con sus intervalos de confianza (IC) al 95% para
analizar la asociacidn mediante regresion logistica ajustado por edad, sexo, fuente de
progenitores hematopoyéticos, intensidad del acondicionamiento y HCT-CI score.

Ademas, se realizo regresion lineal multiple en el caso de las variables cuantitativas, cruda
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y ajustada por edad, sexo, fuente de progenitores hematopoyéticos, intensidad del

acondicionamiento y HCT-CI score.

Todos los valores p se consideraron bilaterales con un nivel de significacion de 0,05.

3.7.2. Analisis de resultados de la microbiota intestinal

Se empled el indice inverso de Simpson y el indice de Shannon para evaluar la riqueza y
la uniformidad de la microbiota intestinal dentro de cada subconjunto de muestras. Para
analizar los cambios en la abundancia relativa de los taxones y en la alfa diversidad se
emple6 un modelo lineal generalizado mixto (“Generalized linear mixed model”,
GLMM), que permite incluir a los pacientes como efectos aleatorios, modelando asi la
naturaleza pareada de los datos y la correlacion entre las muestras de un mismo paciente.
Para evaluar la disimilitud en la composicion entre las comunidades microbianas de los
subconjuntos de muestras se empled el indice de disimilitud de Bray-Curtis para
cuantificar la distancia entre cada par de muestras. Para ello, se utilizaron las abundancias
relativas a nivel de género y se filtr6 el conjunto de datos para los géneros presentes con
una abundancia relativa media > 0,001. Se utiliz6 el andlisis de coordenadas principales
(“Principal Coordinate Analysis”, PCoA) para visualizar los patrones de diversidad beta
en un espacio bidimensional, y la separacion de los datos se evalué mediante la prueba
de permutacion, con la funcidén adonis (125) o anosim (126), segtn las dispersiones beta
presentes en los grupos analizados. Se utilizé el andlisis discriminante lineal con efecto
del tamafio ( “Linear discriminant analysis Effect Size”’, LEfSe) (127) para identificar los
biomarcadores microbianos que diferenciaban los grupos de estudio. Para el analisis de
la asociacion de la abundancia de taxones especificos con variables clinicas de interés, se
llevo a cabo un analisis multivariable, mediante un modelo lineal generalizado ajustado
segun el criterio de informacion de Akaike (AIC) con una seleccion paso a paso hacia
atras, considerando las siguientes variables potencialmente relacionadas o de confusion:
edad en el momento del alo-TPH, sexo, régimen de acondicionamiento (mieloablativo/no
mieloablativo), fuente de células (médula osea/sangre periférica), HCT-CI score
(agrupado en categorias: 0, <2 y >2), exposicion a antibidticos antes de la toma de la
muestra de microbiota, y la interaccion entre esta exposicion y la abundancia relativa de

un taxon especifico.
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3.8. ASPECTOS ETICOS

Todos los procedimientos se han realizado conforme a la legislacion vigente, los
principios de la Declaracion de Helsinki y las guias de buena practica clinica. El estudio
de investigacion cuenta con la aprobacion del Comité de Etica de la Investigacion con
medicamentos y productos sanitarios (CEIm) de Cantabria (Ref: PI16/01415,2017.112y
NVAL21/18) (Anexo III), como comité de referencia, y de los CEIm de cada uno de los
centros participantes. Se solicito el consentimiento informado (Anexo IV) por escrito a
todos los pacientes participantes en el mismo para el uso de los datos y recogida de las

muestras de seguimiento.

Los datos recogidos y derivados de la realizacion del estudio fueron anonimizados y
tratados de un modo confidencial con arreglo a la Ley Organica 3/2018 de 5 de diciembre
de proteccion de datos personales y garantia de los derechos digitales, mediante un codigo
de registro y hospital, teniendo unicamente acceso el personal investigador del proyecto

en los centros participantes.
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Resultados

4.1. FLUJO DE RECLUTAMIENTO

La duracion del reclutamiento del estudio fue de 43 meses, desde el 12/05/2017 hasta el
11/12/2020. El tiempo de seguimiento finalizo6 el 18/12/2021, fecha del seguimiento anual
del ultimo paciente incluido en el estudio. La recogida de muestras anual se prolong6

hasta el afio 2022, debido a pérdidas en el seguimiento ocasionadas por la pandemia de la

COVID-19.

Durante el tiempo de reclutamiento, se llevaron a cabo un total de 603 alo-TPH en adultos
en los centros participantes en el estudio. En el estudio principal de colonizacion intestinal
por EMR se reclutaron un total de 186 pacientes, de los cuales, 107 participaron en el
subestudio de microbiota intestinal, habiéndose realizado en 25 de ellos una recogida de
muestras de microbiota intestinal hasta el afio postrasplante. Tras la seleccion de las
muestras, su procesamiento y el filtrado de calidad de las secuencias, finalmente se

analizaron un total de 409 muestras de 95 pacientes.

El detalle del flujo de reclutamiento con los pacientes y muestras analizadas se encuentra

en la figura 14.

91



Resultados

Alo-TPH realizados en los
centros participantes

(12/05/2017 — 11/12/2020)
n=603

158 HUMV
87 HURS
259 HUSAL
27 HUCA
72 HU120

Pacientes reclutados en el
Estudio de colonizacion intestinal
n=186

Pacientes reclutados en el
Estudio de microbiota intestinal
n=107
(518 muestras de heces)

e 47 HURS

e 11 HUCA
e 6HUI20

e 100 HUMV

e 22 HUSAL

Seguimiento al afio en el Estudio
de microbiota intestinal

n=25

19 HUMV
6 HUCA

91 HUMV
(431 muestras)

5 HUSAL
(19 muestras)

11 HUCA
(68 muestras)

..................................................

Seleccion de muestras,

procesamiento y filtrado calidad

secuencias

Analisis de muestras

n=95 pacientes, 409 muestras

Excluidos:
- 12 pacientes
- 109 muestras

Figura 14. Flujo de reclutamiento de la poblacion de estudio y analisis de muestras.
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4.2. ANALISIS DESCRIPTIVO DE LA POBLACION DE ESTUDIO

La distribucion de los pacientes incluidos por afio de realizacion del alo-TPH se encuentra

en la figura 15.

60 52

27.96%
( ) 45

50 (24,19%)

36
40 (19,35%)

30

20

Numero de pacientes

10

2017 2018 2019

Afio del alo-TPH

53
(28,49%)

2020

Figura 15. Distribucion del nimero de pacientes reclutados por afio de realizacion del

trasplante.

A modo de resumen, las caracteristicas principales de los 186 pacientes incluidos en el

estudio se muestran en la tabla 12.

Tabla 12. Caracteristicas principales de la poblacién de estudio y su evolucion (n=186).

Caracteristicas de la poblacion de estudio n %
Caracteristicas basales
Sexo
Hombre 119 63,98
Mujer 67 36,02
Edad en el momento del alo-TPH (afios), mediana [rango] | 54,13 [18,09-82,50]
Score HCT-CI, mediana [RIQ] 2 [0-3]
Score EBMT, media = DE 3,49+1,35
DRI index
bajo 27 14,52
intermedio 100 53,76
alto 39 20,97

Enfermedad de base
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Tipo de enfermedad
Leucemia mieloide aguda
Leucemia linfoblastica aguda
Sindrome mielodisplasico/mieloproliferativo
Linfoma no Hodgkin
Linfoma de Hodgkin
Discrasia de células plasmaticas
Mielofibrosis primaria
Leucemia linfoblastica cronica
Aplasia medular
Leucemia mieloide cronica
Mielofibrosis secundaria
Otras

Numero de lineas de tratamiento previas', mediana [RIQ]

Estadio de la enfermedad de base!
Remision completa

Remision completa con enfermedad minima residual+

Muy buena respuesta parcial®
Respuesta parcial
Enfermedad estable
Progresion
Aplasia sin blastos

Respuesta!
Pacientes en primera respuesta

Pacientes en segunda y posteriores respuestas

Datos del trasplante

Fuente de progenitores hematopoyéticos
Médula dsea
Sangre periférica

Donante
HLA-Idéntico
HLA-Haploidéntico
HLA No idéntico

Tipo de acondicionamiento
Mieloablativo
No mieloablativo

Profilaxis frente a EICH
Ciclofosfamida/ICN/MMF
ICN/MTX
ICN/MMF
Ciclofosfamida
Ciclofosfamida/Tacrolimus
Otras
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92
18

20
19
16

105
42

56
130

101
76

95
91

70
48
30
15
13
10

30,65
17,74
16,13
11,83
5,38
4,84
4,30
2,15
1,61
1,08
1,08
3,23
[1-3]

49,46
9,68
2,15
10,75
10,22
8,60
1,08

56,45
22,58

30,11
69,89

54,30
40,86
4,84

51,08
48,92

37,63
25,81
16,13
8,06
6,99
5,38
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Profilaxis antibiotica 39 20,97
Profilaxis antibidtica con quinolonas 22 11,83
Evolucion clinica
Hospitalizacion (dias), media + DE 30,62+13,63
EICHa 113 60,75
Afectacion gastrointestinal 54 47,79
EICHc 54 29,03
Exitus (1 afio tras el alo-TPH) 45 24,19
Causa primaria del exitus
Recidiva de la enfermedad de base 14 31,11
EICH 9 20,00
Infeccion 11 24,44
Seguimiento (meses), mediana [RIQ] 12,22 [9,76-12,25]

Alo-TPH, trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos; HCT-CI, indice de comorbilidad especifico para
el trasplante de células hematopoyéticas; RIQ, rango intercuartilico; EBMT, Sociedad Europea de Trasplante de
Sangre y Médula Osea; DE, desviacién estandar; DRI, indice de riesgo de enfermedad; HLA, antigeno leucocitario
humano; EICH, enfermedad injerto contra huésped; ICN, inhibidor de calcineurina; MMF, micofenolato mofetilo;
MTX, metotrexato; EICHa, enfermedad injerto contra huésped aguda; EICHc, enfermedad injerto contra huésped
cronica.

'En 15 pacientes (8,06%) se desconoce su estado basal en el momento del alo-TPH.
2S6lo aplicable a micloma.

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la distribucion de los
pacientes segun sexo (p=0,887) o edad (p=0,634) por centro participante, ni tampoco en
su edad en funcion del sexo (mujeres: mediaxDE=50,22+14,13 afios vs. hombres:

52,70+14,16 afios, p=0,254).

El 64,52% (120/186) de los pacientes incluidos en el estudio habian tenido algn ingreso
hospitalario durante los 6 meses previos al ingreso para el alo-TPH, al 6,45% (12/186) se
les habia realizado un procedimiento invasivo durante los 30 dias previos, y el 11,83%
(22/186) y el 3,76% (7/186) habian recibido quimioterapia y corticoterapia,
respectivamente, en ese periodo. El 15,59% (29/186) de los pacientes tenian un trasplante
hematologico previo y el 41,40% (77/186) habian recibido algtn tipo de antibioterapia

durante los tres meses previos al alo-TPH.

Respecto a los episodios de infeccion conocidos previos al ingreso para el alo-TPH, en el
31,72% (59/186) de los pacientes se detectod algiin episodio de infeccion durante los tres
meses previos. El 42,37% (25/59) de los pacientes cursaron con una bacteriemia y en el

32,20% (19/59) se aisl6 una enterobacteria como germen causal del episodio infeccioso.
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La informacion de los distintos regimenes empleados tanto del tipo de acondicionamiento
como de la profilaxis frente a EICH se encuentra en la tabla 12. Se emple6 radioterapia
en el 22,04% (41/186) de los pacientes, timoglobulina en el 4,84% (9/186) y ATG en el
18,82% (35/186).

En 39/186 (20,97%) de los pacientes se emple6 profilaxis antibidtica durante el periodo
de neutropenia post-TPH. El 43,59% (17/39) recibieron cefalosporinas y el 56,41%
(22/39) quinolonas: el 38,46% (15/39) ciprofloxacino y el 17,95% (7/39) levofloxacino.

La duracién media del ingreso hospitalario de los pacientes receptores de un alo-TPH fue
de 30,62+13,63 dias [16-177]. El 94,09% (175/186) alcanzé la recuperacion
granulocitaria, con una media de recuperacion hasta los 100 y 500 neutrofilos de

15,42+3,84 y 18,34+4,31 dias, respectivamente.

La mediana del tiempo de seguimiento de la poblacion de estudio fue de 12,22 meses
[RIQ: 9,76-12,25]. Las complicaciones detectadas durante dicho seguimiento se recogen
en la tabla 13. De forma resumida, el 68,82% (128/186) de los pacientes presentd en algun
momento un evento de EICH, tratandose en el 60,75% (113/186) de un episodio de EICHa
y en el 29,03% (54/186) de un episodio de EICHc. En 152 (81,72%) pacientes se detectod
un evento de toxicidad digestiva, el 60,75% (113/186) present6d diarrea, el 65,05%
(121/186) mucositis y 108 (58,06%) pacientes reingresaron en algin momento durante el

seguimiento.

Tabla 13. Diagndsticos clinicos de los pacientes durante el seguimiento del estudio (n=186).

Clinica de los pacientes durante el seguimiento n %
Episodio de fiebre neutropénica 135 72,58
Episodio de toxicidad digestiva 152 81,72
Mucositis 121 65,05
Diarrea 113 60,75
Enfermedad venooclusiva hepatica 10 5,38
Cistitis hemorragica 25 13,44
Estancia en UCI 28 15,05
Reingreso hospitalario 108 58,06
Numero de reingresos, mediana [RIQ] 2 [1-3]
EICHa 113 60,75
Grado maximo alcanzado <2 83 73,45
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Grado maximo alcanzado >2
Tiempo hasta grado maximo (dias), mediana [RIQ]
Afectacion gastrointestinal

Grado <2

Grado >2

EICHc
Grado leve
Grado moderado/severo
Tiempo hasta grado maximo (dias), mediana [RIQ]

Diagnostico de algtn episodio de infeccion
Bacteriemia

Diagnostico de episodio de infeccion por EMR
Bacteriemia por EMR

Estatus a los 360 dias
Inmunosupresion activa (pacientes con ICN activo)
Tiempo con ICN activo (meses), mediana [RIQ]
Remision
Recidiva
Fallo del implante
Exitus
Causa primaria del exitus:

Recidiva

EICH

Infecciéon

Infeccion por EMR

Otras'

30
40
54
35
19

54
20
34
177

162
95

25
14

34
5,52
132
29

9

45

14
9
10
1
11

26,55
[27-63]
47,79
64,81
35,19

29,03
37,04
62,96
[133-255]

87,10
58,64

13,44
56,00

19,88
[2,33-9,79]
70,97
15,59

4,84

24,19

31,11
20,00
22,22
2,22

24,44

UCI, unidad de cuidados intensivos; RIQ, rango intercuartilico; EICHa, enfermedad injerto contra huésped
aguda; EICHc, enfermedad injerto contra huésped crénica; EMR, enterobacteria multirresistente; ICN,

inhibidor de calcineurina; EICH, enfermedad injerto contra huésped.

"ncluye: fallo del injerto (1), fallo orgéanico (5), hemorragia (2), otras causas (3).

4.2.1. Estudio de colonizacion intestinal

En cuanto al estatus de colonizacion intestinal por EMR, el 40,86% (76/186) de los
pacientes presentd en algin momento del seguimiento un frotis rectal positivo para, al
menos, una EMR. En el 25% (19/76) la colonizacién se detect6 en la muestra basal, previo
al alo-TPH. En 73/76 (96,05%) pacientes se detectd la colonizacion durante el
seguimiento post-TPH (tabla 14). La mediana de tiempo hasta la primera deteccion de

colonizacion intestinal post-TPH fue de 28 [RIQ: 14-55] dias.
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Tabla 14. Distribucion de los pacientes en funcion de la primera visita en la que se detectd
la colonizacion intestinal (n=76).

Visita n %
Basal 19 25,00
Dia +7 11 14,47
Dia +14 11 14,47
Dia +21 5 6,58
Dia +30 10 13,16
Dia +45 5 6,58
Dia +60 5 6,58
Dia +75 2 2,63
Dia +90 3 3,95
Dia +100 0 0,00
Dia +120 3 3,95
Dia +150 2 2,63
Dia +180 0 0,00
Mes +9 0 0,00
Mes +12 0 0,00

En 29 de los pacientes ya colonizados se produjo una nueva colonizacion aislandose una

EMR diferente a la inicial durante el seguimiento.

Se recogieron un total de 1.826 frotis rectales a lo largo del estudio, de los cuales el
15,06% (275/1.826) fueron positivos para al menos una EMR. La distribucion de los frotis

recogidos y los frotis positivos por visita se puede ver en la figura 16.
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200
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40 16,67%

10229 12,79% 20,53% 18 24% 20,00%
,4270 ~<2
20

14,86% 13,71% 18,02% 11,29% 16.82% 14.71%

9,73%

Numero de frotis rectales recogidos

7,69% 10,53%

Basal Diat+7 +14 +21 +30 +45 +60 +75 +90  +100 +120 +150 +180 Mest9 Mes+12
FR Totales 186 172 168 148 151 148 140 124 111 124 107 102 113 13 19
FR Positivos 19 22 28 22 31 27 28 17 20 14 18 15 11 1 2

Figura 16. Nimero de frotis recogidos por visita a lo largo del seguimiento.

El area representa el numero de frotis rectales recogidos por visita y las columnas el nimero de
frotis positivos. Ademads, se muestra el porcentaje de frotis con resultado positivo respecto al total
de recogidos, por visita.

FR, frotis rectal.

Las cepas y mecanismos de resistencia aislados en la poblacion de estudio se describen

en la tabla 15.

Tabla 15. Cepas de EMR y mecanismos de resistencia aislados en la poblacion de estudio

(n=186).

Tipo de EMR n %
Escherichia spp. 43 23,12
Enterobacter spp. 26 13,98
Klebsiella spp. 17 9,14
Citrobacter spp. 12 6,45
Hafnia alvei 1 0,54
Mecanismo de resistencia n %
BLEE 59 31,72
Carbapenemasas 17 9,14
R mecanismo ND 27 14,52

EMR, enterobacteria multirresistente; BLEE, betalactamasa de espectro
extendido; R mecanismo ND, resistencia con mecanismo no determinado.

Respecto a las caracteristicas clinicas de los pacientes en funcion de su estado de
colonizacion, se evalud el impacto de las caracteristicas clinicas basales de los pacientes

en el estatus de colonizacion pretrasplante (tabla 16) y el impacto de la colonizacion post-
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TPH en su evolucion (tabla 17). No se encontraron diferencias estadisticamente
significativas en el estado de colonizacién basal en funcioén del hospital de procedencia
de los pacientes (p=0,652), su sexo (p=0,670) o la edad (p=0,734). Tampoco se
encontraron diferencias significativas en funciéon de los diferentes indices de
comorbilidad y riesgo evaluados para el alo-TPH, ni en la enfermedad hematologica de

base (tabla 16).

Con relacion a posibles factores de riesgo relacionados con la colonizacion intestinal se
observdo que los pacientes colonizados presentaban, de forma estadisticamente
significativa, en mayor proporcion episodios de infeccion y de bacteriemia en los tres
meses previos al TPH que aquellos en los que no se detectd la colonizacién en el frotis
pretrasplante  (52,63% vs. 29,34%, p=0,045; 31,58% vs. 11,38%, p=0,014,
respectivamente). En el caso del tratamiento antibidtico previo, se observd una mayor
exposicion en los pacientes colonizados frente a los no colonizados, aunque no se alcanzé

la significacion estadistica (63,16% vs. 38,92%, p=0,051).

Respecto a la profilaxis antibidtica empleada durante el trasplante, si bien se observo que
los pacientes no colonizados habian recibido en mayor proporcion esta profilaxis (25,66%
vs. 13,70%, p=0,047), esta relacion no se mantuvo al poner el foco en el uso de profilaxis

con quinolonas (12,39% vs. 10,96%, p=0,548).

Durante el seguimiento postrasplante aquellos pacientes con aislamiento de EMR en los
frotis de seguimiento presentaron una duracion media del ingreso hospitalario mayor
(32,89 vs. 29,13, p=0,033), la media de dias que tardaron en alcanzar la recuperacion
granulocitaria fue mayor (16,23 vs. 14,89, p=0,012), presentaron en mayor proporcion
eventos de toxicidad digestiva (91,78% vs. 75,22%, p=0,019), de episodios de diarrea
(72,60% vs. 53,10%, p=0,020) y de fiebre neutropénica (84,93% vs. 64,60%, p=0,002).
No se observaron diferencias estadisticamente significativas en relacidon con otras
variables como la estancia en UCI (p=0,964), reingreso hospitalario (p=0,088) y episodios
de EICHa (p=0,914) o EICHc (p=0,550). Respecto a los episodios de infeccion, los
pacientes con colonizacidon intestinal por EMR presentaron en mayor proporcion
episodios de infeccion por EMR frente a los no colonizados de forma estadisticamente
significativa (28,77% vs. 3,54%, p<0,001). Ademas, el nimero medio de dias desde el
alo-TPH hasta el diagnostico del primer episodio de infeccion por EMR fue menor en los

pacientes colonizados (24,81 vs. 58,50, p=0,052), aunque no alcanz6 la significacién
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estadistica, y cursd en mayor porcentaje con bacteriemias (16,44% vs. 1,77%, p<0,001)

(tabla 17).

No se encontraron diferencias en el estatus de los pacientes al afio del trasplante, en cuanto
al estado de remision (p=0,291), recidiva (p=0,503) y el fallecimiento (p=0,817), en

funcion de la colonizacion intestinal.

4.2.1.1. Andlisis multivariable
Para comprobar el efecto de la colonizacion intestinal por EMR en la evolucion clinica
de los pacientes, se llevdo a cabo un analisis multivariable de las caracteristicas que
resultaron significativas en el analisis univariable, incluyendo posibles factores de

confusion.

Tras ajustar el andlisis multivariable por la edad, el hospital de procedencia, la
enfermedad de base y los distintos scores de comorbilidad asociados con la evolucion
clinica, se observo que la colonizacion intestinal por EMR se asocié con un aumento
estadisticamente significativo en la duracion de la estancia hospitalaria. Especificamente,
los pacientes colonizados tuvieron una duracion media de hospitalizacion 5,34 dias mas
larga (IC 95%: 1,13-9,55; p=0,013) en comparacion con aquellos no colonizados (tabla
17). La edad y la estancia en UCI también resultaron factores estadisticamente
significativos en la duracion de la estancia hospitalaria. En el primer caso, encontramos
una asociacion negativa, reduciéndose la estancia hospitalaria 0,25 dias por cada afo de
edad (IC 95%: -0,41 a -0,79; p=0,004). La estancia en UCI fue un predictor altamente
significativo, produciéndose un aumento, en promedio, de 12,78 dias (IC 95%: 7,16—

18,41; p<0,001).

La colonizacidn intestinal se asocid con odds 2,46 veces mayores de desarrollar episodios
de fiebre neutropénica. Sin embargo, esta asociacion no alcanzo significacion estadistica

(IC 95%: 0,87-6,88; p=0,087) (tabla 17).

En cuanto al desarrollo de episodios de infeccion por EMR, tras hacer un ajuste por
hospital y el uso de profilaxis antibidtica durante el trasplante, se observd que los
pacientes colonizados presentaron un odds 8,49 veces mayor de desarrollar episodios de

infeccion que los no colonizados (IC 95%: 2,71-26,64; p<0,001) y una odds 8,82 veces
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mayor de desarrollar un episodio de bacteriemia por EMR (IC 95%: 1,82-42,73; p=0,007)

(tabla 17).

Tabla 16. Caracteristicas de la poblacion de estudio en funcion del estatus de colonizacion
intestinal pretrasplante por EMR.

Pacientes No Pacientes Analisis
Colonizados Colonizados univariante
(n=167) (n=19) p-valor

Caracteristicas basales, n (%)

Sexo 0,670
Hombre 106 (63,47) 13 (68,42)

Mujer 61 (36,53) 6 (31,58)

Edad en el momento del alo-TPH (afos), 51,93+13,76 50,76£17,66 0,734

media+DE

Score HCT-CI, mediatDE 1,91£1,80 1,84+1,61 0,864

Score EBMT, mediatDE 3,49+1,37 3,58+1,22 0,775

DRI index 0,139
bajo 24 (14,37) 3 (15,79)
intermedio 91 (54,49) 9(47,37)
alto 35 (20,96) 4 (21,05)

Enfermedad de base 0,739
Leucemia mieloide aguda 50 (29,94) 7 (36,84) 0,536
Leucemia lifobléstica aguda 29 (17,37) 4(3,4) 0,751
Sindrome 27 (16,17) 3 (15,79) 1,000
mielodisplasico/mieloproliferativo

Factores de riesgo, n (%)

Procedimiento invasivo en el mes previo 11 (6,59) 1 (5,26) 1,000

al TPH

Ingresos en 6 meses previos al TPH 105 (62,87) 15 (78,95) 0,195

Infecciones en los 3 meses previos al 49 (29,34) 10 (52,63) 0,045%*

TPH
Bacteriemia 19 (11,38) 6 (31,58) 0,014*
Infeccion por enterobacteria 15 (8,98) 4 (21,05) 0,111

Tratamiento antibidtico en los 3 meses 65 (38,92) 12 (63,16) 0,051

previos

Alo-TPH, trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos; DE, desviacion estandar; HCT-CI, indice de comorbilidad
especifico para el trasplante de células hematopoyéticas; EBMT, Sociedad Europea de Trasplante de Sangre y Médula Osea;

DRI, indice de riesgo de enfermedad.
*Valor estadisticamente significativo.
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Tabla 17. Caracteristicas de la poblacion de estudio en funcion del estatus de colonizacion
intestinal postrasplante por EMR.

Pacientes No Pacientes Analisis Analisis
Colonizados Colonizados univariante  multivariable
(n=113) (n=73) p-valor p-valor
Factores de riesgo del trasplante, n (%)
Progenitores hematopoyéticos de sangre 80 (70,80) 50 (68,49) 0,738
periférica
Donante HLA no idéntico 5(4,42) 4 (5,48) 0,740
Profilaxis antibidtica 29 (25,66) 10 (13,70) 0,047*
Profilaxis con quinolonas 14 (12,39) 8 (10,96) 0,548
Clinica durante el seguimiento, n (%)
Duracion del ingreso (dias), mediatDE ~ 29,13+6,68 32,89+19,93 0,033* 0,013*
Numero de dias hasta recuperacion de 14,89+3,41 16,23+4,31 0,012*
100 neutrofilos, media+DE
Numero de dias hasta recuperacion de 18,07+3,94 18,77+4,83 0,294
500 neutréfilos, media:DE
Episodio de fiebre neutropénica 73 (64,60) 62 (84,93) 0,002%* 0,087
Toxicidad digestiva 85 (75,22) 67 (91,78) 0,019%
Episodio de diarrea 60 (53,10) 53 (72,60) 0,020%*
Estancia en UCI 17 (15,32) 11 (15,07) 0,964
Reingreso hospitalario 60 (53,10) 48 (65,75) 0,088
Episodio de EICHa, n (%) 69 (61,06) 44 (60,27) 0,914
Tiempo desde TPH hasta desarrollo 44,45+25,82 69,78+66,40 0,006*
de EICHa (dias), media (DE)
Afectacion gastrointestinal 38 (55,07) 16 (36,36) 0,052
Episodio de EICHc, n (%) 31(27,43) 23 (31,55) 0,550
Tiempo desde TPH hasta desarrollo 191,71+£89,79 197,43+83,31 0,812
de EICHc (dias), media (DE)
Episodios de Infeccion por EMR, n (%) 4 (3,54) 21 (28,77) <0,001* <0,001*
Tiempo desde TPH hasta primer 58,50+56,30 24,81+23.84 0,052
episodio de infeccion (dias), media
(DE)
Bacteriemia 2 (1,77) 12 (16,44) <0,001* 0,007*
Estatus a los 360 dias post-TPH
Remision 77 (68,14) 55 (75,34) 0,291
Recidiva 16 (14,16) 13 (17,81) 0,503
Exitus 28 (24,78) 17 (23,29) 0,817

HLA, antigeno leucocitario humano; DE, desviacion estandar; EICHa, enfermedad injerto contra huésped aguda; EICHc, enfermedad injerto

contra huésped cronica; EMR, enterobacteria multirresistente; TPH, trasplante de progenitores hematopoyéticos.

*Valor estadisticamente significativo.
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4.2.2. Complicaciones infecciosas por EMR

Se detectaron 38 episodios de infeccion por EMR en 25 pacientes (13,44%) de los 186
que forman la poblacion de estudio. La media del numero de episodios de infeccion por
EMR fue de 1,55+0,89 [1-4], con una mediana de dias desde el alo-TPH hasta el primer
episodio de infeccion igual a 14 [RIQ: 9-39].

La mayoria de los episodios de infeccion se concentraron en el periodo de neutropenia
(39,47%; 15/38) y hasta los 100 dias post-TPH (42,11%; 16/38). No encontrandose
diferencias significativas entre grupos de colonizados y no colonizados (p=0,056). Si
bien, la media del nimero de dias transcurridos desde el trasplante hasta el diagndstico
del primer episodio de infeccion fue menor en los pacientes colonizados que en los no

colonizados (tabla 17).

El 44,74% (17/38) tuvieron foco urinario, el 10,53% (4/38) respiratorio, 7,89% (3/38)
estuvieron asociados a catéter, el 5,26% (2/38) intestinal y el 2,63% (1/38) asociado a
mucositis. En 5 episodios (13,16%) no se detectd el foco y 6 (15,79%) presentaron
distintos focos infecciosos. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas
en el tipo de foco en funcion del estado de colonizacion del paciente (p=0,667). E147,37%

(18/38) de los episodios cursaron con bacteriemia.

En cuanto a los microorganismos causales, el 52,63% (20/38) fueron debidos a E.
cloacae, seguido de E. coli en un 31,58% (12/38). Los mecanismos de resistencia
mayoritarios fueron las BLEE (34,21%, 13/38) y su presencia junto a genes productores

de carbapenemasas (26,32%, 10/38).

En un 18,42% (7/38) de los episodios de infeccion se preciso ingreso hospitalario, en un
13,16% (5/38) ingreso en UCI y en 2 (5,26%) se produjo el fallecimiento del paciente,
aunque la infeccion no fue la causa primaria del evento. El primer caso, se tratdé de una
neumonia por E. cloacae productor de BLEE y carbapenemasa tipo GES en un paciente
no colonizado que presento varias infecciones por otros microorganismos a lo largo del
seguimiento. Con un EICHa grado IV refractario con hemorragia digestiva, que
desencaden6 un shock mixto y fallo multiorganico, siendo ésta la causa principal de
exitus. El segundo caso, fue un cuadro de colecistitis aguda litidsica complicada con
bacteriemia por E. cloacaey Klebsiella variicola productores de BLEE y carbapenemasas

tipo OXA-48, en un paciente con EICHa digestiva grado IV refractaria. El cuadro clinico
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evolucion6 a una insuficiencia respiratoria aguda con necesidad de intubacion

orotraqueal, sindrome de distrés respiratorio y finalmente el fallecimiento del paciente.

En 30 (78,95%) de los episodios, el microorganismo causal fue el mismo que el detectado
en los frotis rectales de seguimiento. En 22 episodios la infeccion se produjo después de
haberse detectado la EMR causal en los frotis de colonizacion, mientras que, en 8 casos
la colonizacidon se detectd después de haber sido diagnosticado del episodio de infeccion
por dicho microorganismo. La mediana de dias desde la deteccion de la colonizacion

hasta el diagndstico de la infeccion fue de 20 [RIQ: 4-45] dias.

4.2.3. Analisis de supervivencia

La supervivencia global de la poblacion de estudio fue del 75,50% hasta los 381 dias post-
TPH y la no relacionada con la recidiva de la enfermedad hematologica de base del

81,80%. La figura 17 representa la funcion de supervivencia y el IC 95% en cada caso.

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en las curvas de
supervivencia en funcidon del estado de colonizacion de los pacientes (log-rank test;
p=0,549) (figura 18). Sin embargo, si se observaron diferencias estadisticamente
significativas en las curvas de supervivencia de los pacientes que habian presentado un

episodio de infeccion por EMR y aquellos que no (log-rank test: p=0,013) (figura 19).

En el analisis multivariable ajustado por edad, sexo, enfermedad de base, uso de profilaxis
antibidtica durante el alo-TPH, el tiempo de exposicion a inmunosupresores y la presencia
de episodios de fiebre neutropénica durante el seguimiento, se observd que aquellos
pacientes que tuvieron un episodio de infeccion por EMR tenian una tasa de riesgo 4,50
veces mayor de fallecer que aquellos que no (IC 95%: 2,05-9,91; p<0,001). Siendo este
valor 5,85 veces mayor en el caso de fallecimiento no relacionado con la recidiva de la
enfermedad de base (IC 95% 2,34-14,63; p<0,001). Ademas, el andlisis mostrd que el
tiempo de tratamiento con inhibidores de calcineurina, como tratamiento inmunosupresor,
se asocid con una disminucioén estadisticamente significativa en la tasa de riesgo de

fallecimiento por cualquier causa (hazard ratio: 0,987, IC 95%: 0,982-0,992; p<0,001).
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Figura 17. Curva de supervivencia global (A) y no relacionada con la recidiva de la
enfermedad hematologica de base (B) de la poblacion de estudio a lo largo del seguimiento.
Se muestra la funcion de supervivencia y el intervalo de confianza del 95%.
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1.00

0.75

Probabilidad de Supervivencia
0.25 0.50

Log-rank test: p=0,549

0.00

0 60 120 180 240 300 360
Tiempo de seguimiento (dias)
Number at risk

No Colonizados 110 100 91 85 83 80 79
Colonizados 76 74 67 62 61 59 56
No Colonizados — —— Colonizados

Figura 18. Curva de supervivencia en funcién del estado de colonizacién.
La linea continua representa los pacientes no colonizados y la linea punteada los colonizados. Se
indica el resultado del analisis estadistico obtenido en el log-rank test.

1.00
|
|

0.75

Probabilidad de Supervivencia
0.25 0.50

0.00

Log-rank test: p=0,013
0 60 120 180 240 300 360
Tiempo de seguimiento (dias)

Number at risk
Sin Infeccion 161 150 140 130 129 125 122
Infeccion por EMR 25 24 18 17 15 14 13

Sin Infeccion  ———  Infeccion por EMR

Figura 19. Curva de supervivencia en funcion de si los pacientes presentaron o no un
episodio de infeccién por EMR durante el seguimiento.

La linea continua representa los pacientes que no presentaron infeccion y la linea punteada a los
pacientes que desarrollaron un episodio de infeccion por EMR. Se indica el resultado del analisis
estadistico obtenido en el log-rank test.
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4.3. CARACTERIZACION DE LAS ENTEROBACTERIAS MULTIRRESISTENTES

4.3.1. Aislamiento en frotis rectales de seguimiento

De los 275 frotis rectales que resultaron positivos se aislaron 295 cepas de EMR
correspondientes a 76 pacientes: 169 cepas de 49 pacientes en el HUMYV, 62 cepas de 16
pacientes en el HURS, 55 cepas de 7 pacientes en el HUCA y 9 cepas de 4 pacientes en
el HUSAL.

Los microorganismos aislados se pueden ver en la figura 20. A modo de resumen, el
45,76% (135/295) de las cepas aisladas fueron E. coli, seguido de Enterobacter cloacae
(23,39%; 69/295), K. pneumoniae (17,97%; 53/295) y Citrobacter freundii (6,44%;

19/295), mayoritariamente.

E. coli | 135
E. cloacae | 69

K. pneumoniae | 53
C. freundii T 19
K. aerogenes 1 6
K. oxytoca Tl 4
K. variicola /oxytoca 1

C. youngae
Hafnia alvei

E. hermannii
E. asburiae

d

]

E. hormaechei 1
]

]

C. brakii 1

0 20 40 60 80 100 120 140 160
NUMERO DE CEPAS AISLADAS

Figura 20. Especies de EMR aisladas en los frotis rectales de seguimiento.

La distribucion de las cepas por visita se observa en la figura 21. No se encontraron
diferencias estadisticamente significativas en la distribucion de los microorganismos

segun las visitas (p=0,636).
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Figura 21. Numero de EMR aisladas en funcion del tipo de microorganismo y la visita de
seguimiento.

En las figura 22 y figura 23 se observa el grado de resistencia y la distribucion de los
diferentes mecanismos detectados en dichas enterobacterias. En el primer caso, los
microorganismos se han dividido atendiendo a su antibiograma siguiendo la clasificacion
de Magiorakos A et al. (84) en: multirresistente, extremadamente resistente y
panresistente, incluyéndose ademas para la clasificacion la definicion de microorganismo
multirresistente dificil de tratar (85, 86). La segunda figura muestra la distribucién de los
mecanismos de resistencia. Su distribucion en funcidn de la especie de enterobacteria se

encuentra en la figura 24.
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BMDR IMDR (DTR) EXDR

Figura 22. Distribucion del grado de resistencia encontrado en las cepas de enterobacterias
aisladas.

MDR, multirresistente (“multidrug-resistant”); DTR, dificil de tratar (“difficult-to-treat”); XDR, extremadamente
resistente ( “extensively drug-resistant”).

14,24%
(42)

OBLEE ©BLEE+CBP £ CBP /R mecanismo ND

Figura 23. Distribucion de los mecanismos de resistencia encontrados en las cepas de
enterobacterias aisladas.

BLEE, betalactamasas de espectro extendido; CBP, carbapenemasas; R mecanismo ND, resistencia con mecanismo no
determinado.
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Figura 24. Distribucion del grado y tipo de resistencia detectados por cepa de enterobacteria aislada durante el seguimiento.
MDR, multirresistente (“multidrug-resistant”); DTR, dificil de tratar (“difficult-to-treat”); XDR, extremadamente resistente ( “extensively drug-resistant”); BLEE, betalactamasas de espectro extendido; CBP,

carbapenemasas; R mecanismo ND, resistencia con mecanismo no determinado.
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De las 218 cepas en las que se detectaron genes codificantes de BLEE, el 79,36% (173)
portaban, al menos, genes codificantes de CTX-M; el 64,22% (140) para TEM y el
35,78% (78) para SHV.

En cuanto al tipo de carbapenemasa, el 53,23% (33) eran tipo GES, el 25,81% (16) OXA,
el 19,35% (12) IMP y 1 (1,61%) de las cepas era portadora de KPC.

Respecto a otros mecanismos, se detectaron enzimas modificadoras de aminoglucésidos
en 178 (60,34%) de las cepas analizadas, siendo el gen de la acetiltranferasa aac(6')-1b el
mas prevalente (67,42%), seguido de aac(3)-Ila (42,13%) y de la fosfotransferasa
aph(3')-1a (27,53%). El 53,90% de las cepas eran portadoras de genes gnr de resistencia
a quinolonas, siendo los genes mas prevalente gnrB (60,67%) y ogxAB (52,25%). En
relacion con los genes codificantes de AmpC plasmidica, se encontraron en el 7,12%
(21/295) de las cepas analizadas. CIT fue el tipo de enzima mas frecuente (85,71%;
18/21).

4.3.2. Aislamiento en muestras clinicas de infeccion

Se obtuvieron 33 cepas de EMR en muestras clinicas de 21 pacientes causantes de un
episodio de infeccion. Los microorganismos aislados se pueden ver en la figura 25. A

modo de resumen, las especies mayoritarias fueron E. coli y E. cloacae representando

ambas el 36,36% (12/33) de los aislados.

E. coli 12
E. cloacae 12
K. pneumoniae 3
C. freundii 2

K. aerogenes 1
K. oxytoca 1
K. variicola /oxytoca 1

E. xiangfangensis 1

0 2 4 6 8 10 12 14
NUMERO DE CEPAS AISLADAS

Figura 25. Especies de EMR aisladas en muestras clinicas causantes de episodios de
infeccion.
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En las figura 26 y figura 27 se observa el grado de resistencia y la distribucion de los
diferentes mecanismos detectados, respectivamente, siguiendo la misma clasificacion que
la empleada en las EMR de los frotis rectales de seguimiento. Su distribucion en funcion

de la especie de enterobacteria se encuentra en la figura 28.

EMDR ©MDR (DTR) mXDR

Figura 26. Distribucion del grado de resistencia encontrado en las cepas de enterobacterias
aisladas.

MDR, multirresistente ( “multidrug-resistant”); DTR, dificil de tratar (“difficult-to-treat”); XDR, extremadamente
resistente ( “extensively drug-resistant”).

9,09% 42.42%

(14)

30,30%
(10)

OBLEE [©BLEE+CBP BCBP BER mecanismo ND

Figura 27. Distribucion de los mecanismos de resistencia encontrados en las cepas de
enterobacterias aisladas.

BLEE, betalactamasas de espectro extendido; CBP, carbapenemasas; R mecanismo ND, resistencia con mecanismo no
determinado.
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Figura 28. Distribucion del grado y tipo de resistencia detectados por cepa de enterobacteria
aislada en muestras clinicas de infeccion durante el seguimiento.

MDR, multirresistente ( “multidrug-resistant”); DTR, dificil de tratar (“difficult-to-treat”); XDR, extremadamente
resistente (“extensively drug-resistant”); BLEE, betalactamasas de espectro extendido; CBP, carbapenemasas; R
mecanismo ND, resistencia con mecanismo no determinado.

De las 24 cepas en las que se detectaron genes codificantes de BLEE, el 91,67% (22/24)
portaban, al menos, genes codificantes de CTX-M; el 62,50% (15/24) para TEM vy el
16,67% (4/24) para SHV.

En cuanto al tipo de carbapenemasa, el 61,54% (8/13) eran tipo GES, el 23,08% (3/13)
OXAvyel 15,38% (2/13) IMP.

Se detectaron enzimas modificadoras de aminoglucésidos y genes gnr en 17 (51,524%)
de las cepas analizadas. Los genes mas prevalentes fueron aac(6')-1b (88,24%; 15/17) en
el primer caso, y gnrB (76,47%; 13/17) en el segundo. Unicamente una de las cepas

presentd genes codificantes de AmpC plasmidica tipo CIT.

La mayoria de las cepas se obtuvieron en hemocultivos (51,52%; 17/33), seguido de
urocultivos (30,30%; 10/33). En la figura 29 se puede ver el detalle de las diferentes

muestras clinicas de las que se aislaron cepas de EMR.
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Figura 29. Porcentaje de EMR obtenidas en funcion del tipo de muestra clinica.
EMR, enterobacteria multirresistente.
*En el caso de la categoria “Infeccion”, se desconoce el tipo de muestra clinica en la que se aisl6 la cepa de EMR.

4.4. CARACTERIZACION DE LA MICROBIOTA INTESTINAL

4.4.1. Analisis descriptivo de los pacientes

Se recogieron un total de 519 muestras de heces de 107 pacientes receptores de un alo-
TPH en los centros participantes en el estudio: HUMV, HUCA y HUSAL. Tras excluir a
12 pacientes por cantidad insuficiente de muestras o problemas bioinformaticos, se
analizaron 409 muestras de 95 pacientes (figura 14). Las caracteristicas clinicas de los

pacientes y del trasplante se resumen en la tabla 18.

Tabla 18. Caracteristicas de la poblacion incluida en el estudio de microbiota intestinal

(n=95).

Caracteristicas de la poblacion de estudio n %
Caracteristicas basales
Sexo

Hombre 61 64,21

Mujer 34 35,79
Edad en el momento del alo-TPH (afios), mediana [rango] | 53,69 [18,09-82,50]
Score HCT-CI, mediana [RIQ] 2 [1-3]
Score EBMT, media + DE 3,64+1,27
DRI index
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bajo
intermedio
alto

Enfermedad de base

Tipo de enfermedad

Leucemia mieloide aguda

Leucemia linfoblastica aguda

Sindrome mielodisplasico/mieloproliferativo
Linfoma no Hodgkin

Mielofibrosis primaria

Linfoma de Hodgkin

Discrasia de células plasmaticas

Leucemia linfoblastica cronica

Leucemia mieloide cronica

Otras'

Numero de lineas de tratamiento previas, mediana [RIQ]

Estadio de la enfermedad de base

Remision completa

Remision completa con enfermedad minima residual+
Respuesta parcial

Enfermedad estable

Progresion

Respuesta

Pacientes en primera respuesta
Pacientes en segunda y posteriores respuestas

Datos del trasplante

Fuente de progenitores hematopoyéticos

Médula 6sea

Sangre periférica

Donante

HLA-Idéntico
HLA No idéntico
HLA-Haploidéntico

Tipo de acondicionamiento

Mieloablativo
No mieloablativo

Profilaxis frente a EICH

116

Ciclofosfamida/ICN/MMF
ICN/MTX

ICN/MMF

Ciclofosfamida

Otras

13
54
25

45
16
13
15

56
21

40
55

60

29

58
37

32
30
20
11

13,68
56,84
26,32

25,26
20,00
15,79
10,53
737
5,26
421
3,16
2,11
6,32
[1-3]

47,37
16,84
13,68
15,79
6,32

58,95
22,11

42,11
57,89

63,16
6,32
30,53

61,05
38,95

33,68
31,58
21,05
11,58
2,11
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Profilaxis antibidtica

Colonizacion
Colonizacion pretrasplante
Colonizacion postrasplante

Tiempo desde el alo-TPH hasta deteccion de
colonizacion (dias), mediana [RIQ]

Clinica de los pacientes durante el seguimiento
Hospitalizacion (dias), media + DE

Episodio de fiebre neutropénica

Episodio de toxicidad digestiva

Mucositis

Diarrea

Estancia en UCI

Reingreso hospitalario

EICHa
Grado maximo alcanzado <2
Grado maximo alcanzado >2
Tiempo hasta grado maximo (dias), mediana [RIQ]
Afectacion gastrointestinal

EICHc
Grado leve
Grado moderado/severo
Tiempo hasta grado maximo (dias), mediana [RIQ]

Diagnostico de episodio de infeccion por EMR
Bacteriemia por EMR

Estatus a los 360 dias tras el alo-TPH
Inmunosupresion activa (pacientes con ICN activo)
Tiempo con ICN activo (meses), mediana [RIQ]
Remision
Recidiva
Exitus
Causa primaria del exitus

EICH

Recurrencia de la enfermedad de base

Infeccion

Infeccion por EMR

Fallo organico
Seguimiento (meses), mediana [RIQ]

11

47
10
46
28

30,45+17,62
82
83
61
70
16
62

58
42
16
41
19

37
10
27
179

18

14
4,73
69
16

—_ = O &N 2

12,22

11,58

49,47
10,53
48,42
[14-58]

86,32
87,37
64,21
73,68
16,84
65,26

61,05
72,41
27,59
[33-70]
32,76

38,95
27,03
72,97
[133-255]

18,95
50,00

14,74
[1,84-7,39]
72,63
16,84
22,11

33,33
28,57

28,57

4,76

4,76
[7,10-12,25]
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Alo-TPH, trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos; HCT-CI, indice de comorbilidad especifico para
el trasplante de células hematopoyéticas; RIQ, rango intercuartilico, EBMT, Sociedad Europea de Trasplante de
Sangre y Médula Osea; DE, desviacion estandar; DRI, indice de riesgo de enfermedad; HLA, antigeno leucocitario
humano; EICH, enfermedad injerto contra huésped; ICN, inhibidor de calcineurina; MMF, micofenolato mofetilo;
MTX, metotrexato; EICHa, enfermedad injerto contra huésped aguda; EICHc, enfermedad injerto contra huésped
cronica.

ncluye: aplasia medular (2), mielofibrosis secundaria (1), otras entidades (3).

4.4.2. Perfil taxonomico de la microbiota

Para la caracterizacion del perfil taxonémico de la microbiota intestinal, en un primer
paso se calcul6 la abundancia relativa media de cada taxon a nivel de filo y género en
todo el conjunto de muestras y se seleccionaron los 10 taxones mas abundantes (tabla 19).
Posteriormente, se empled un modelo GLMM con una distribucion beta para evaluar los
cambios en la abundancia relativa de dichos taxones a lo largo del tiempo. Para determinar
si la variable visita tenia un efecto significativo a nivel global, se realiz6é una prueba de
razon de verosimilitud comparando el modelo completo (con la variable “visita) con un
modelo nulo. Los valores obtenidos en este andlisis se muestran en la tabla 20. Se llevaron
a cabo comparaciones pareadas post-hoc entre las diferentes visitas mediante la prueba

de Wilcoxon para muestras pareadas con la correccion FDR.

Se observaron cambios estadisticamente significativos en la abundancia de diferentes

taxones a lo largo del seguimiento del estudio (tabla 20 y figura 30).

Tabla 19. Abundancia relativa media de los taxones a nivel de filo y género mas
abundantes en las muestras de microbiota intestinal.

Filo Abufldancia Género Abupdancia
media media
Firmicutes A 0,4335 Streptococcus 0,1189
Firmicutes D 0,3016 Blautia A 141781 0,1179
Bacteroidota 0,0964 Enterococcus B 0,0596
Actinobacteriota 0,0625 Escherichia_ 710834 0,0376
Proteobacteria 0,0539 Akkermansia 0,0361
Verrucomicrobiota 0,0355 Bacteroides H 0,0347
Firmicutes C 0,0137 Bifidobacterium 388775 | 0,0329
Desulfobacterota | 0,0008 Phocaeicola A 858004 | 0,0314
Fusobacteriota 0,0006 Ruminococcus B 0,0263
Synergistota 0,0005 Gemmiger A 73129 0,0258
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Tabla 20. Abundancia relativa media de los filos y géneros mas abundantes a lo largo del
seguimiento del estudio.

Basal Dia+14 Dia+30 Dia+60 Dia+100  p-valor
Filo
Firmicutes A 0,5449 0,2985 0,3449 0,4446 0,5281 <0,001*
Firmicutes D 0,1960 0,3676 0,4211 0,3087 0,2260 <0,001*
Bacteroidota 0,1158 0,1357 0,0553 0,0731 0,0953 0,012%*
Actinobacteriota 0,0841 0,0586 0,0552 0,0523 0,0576 0,002*
Proteobacteria 0,0269 0,0679 0,0619 0,0621 0,0557 0,494
Verrucomicrobiota 0,0197 0,0530 0,0470 0,0441 0,0140 0,979
Género
Streptococcus 0,0813 0,1164 0,1965 0,1027 0,1038 <0,001%
Blautia A 141781 0,1555 0,0686 0,0846 0,1235 0,1559 <0,001*
Enterococcus B 0,0292 0,1335 0,0673 0,0611 0,0040 0,365
Escherichia 710834 0,0206 0,0295 0,0434 0,0520 0,0472 0,913
Akkermansia 0,0200 0,0537 0,0475 0,0455 0,0143 0,990
Bacteroides H 0,0378 0,0383 0,0243 0,0255 0,0476 0,083
Bifidobacterium 388775 |0,0478 0,0243 0,0295 0,0297 0,0307 <0,001*
Phocaceicola_A_ 858004 0,0331 0,0639 0,0139 0,0227 0,0203 0,119
Ruminococcus B 0,0311 0,0123 0,0374 0,0219 0,0292 0,013%*
Gemmiger A 73129 0,0257 0,0247 0,0287 0,0262 0,0235 0,179

*Valor estadisticamente significativo.
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Figura 30. Abundancia relativa por visita de los taxones mas abundantes a nivel de filo (A)
y género (B).

La abundancia relativa se representa en escala logaritmica (logl0). Los filos Synergistota,
Fusobacteriota, Desulfobacterota y Firmicutes C no se han incluido por encontrarse en muy baja
proporcion. Los géneros Escherichia y Akkermansia no han sido incluidos por no encontrarse
diferencias significativas en su abundancia durante el seguimiento.

*** p-valor<0,001; **, p-valor<0,01; *, p-valor>0,05; NS, no significativo.

4.4.2.1. Perfil taxonomico y colonizacion
Se analizaron los cambios en la abundancia relativa de los taxones mas abundantes en
funcién del estado de colonizacion intestinal por EMR de los pacientes (tabla 21). No se
encontraron diferencias estadisticamente significativas en ninguno de los taxones

evaluados a nivel de género. Sin embargo, a nivel de filo, se observd una abundancia
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significativamente mayor de Proteobacteria en los pacientes colonizados frente a los no

colonizados (media=DE= 0,0692+0,1435 vs. 0,0382+0,0893; p=0,015) y una abundancia

menor de Firmicutes A (0,3969+0,2588 vs. 0,4710+£0,2213; p=0,017).

Tabla 21. Abundancia relativa media de los filos y géneros mas abundantes en funcion del
estado de colonizacion intestinal por EMR.

No colonizados Colonizados p-valor
Filo
Firmicutes A 0,4710 0,3969 0,017*
Firmicutes D 0,2688 0,3336 0,137
Bacteroidota 0,1035 0,0894 0,298
Actinobacteriota 0,0616 0,0633 0,661
Proteobacteria 0,0382 0,0692 0,015%
Verrucomicrobiota 0,0420 0,0290 0,114
Género
Streptococcus 0,1110 0,1265 0,853
Blautia A 141781 0,1121 0,1236 0,144
Enterococcus B 0,0508 0,0681 0,862
Escherichia 710834 0,0290 0,0459 0,111
Akkermansia 0,0428 0,0296 0,155
Bacteroides H 0,0341 0,0353 0,865
Bifidobacterium 388775 0,0343 0,0316 0,320
Phocaeicola A 858004 0,0324 0,0306 0,553
Ruminococcus B 0,0346 0,0182 0,070
Gemmiger A 73129 0,0318 0,0199 0,311

*Valor estadisticamente significativo.

4.4.3. Analisis de diversidad alfa

Se evaluo la diversidad alfa global en cada visita utilizando el indice inverso de Simpson,

observandose una diversidad significativamente mayor en la visita basal (mediaxDE=
19,46+12,73) en comparacion con los dias +14 (8,69+6,78, p<0,001), +30 (10,34+6,97,
p<0,001) y +60 (13,64+8,48, p=0,002) post-TPH. No se encontraron diferencias

estadisticamente significativas en el valor de la diversidad alfa al dia +100 respecto a la

basal (mediaxDE= 15,87+7,59, p=0,175) (figura 31). Con un p-valor global <0,001.

Resultados similares se encontraron empleando el indice de Shannon: visita basal

(media=DE= 3,36+0,77) en comparacion con los dias +14 (2,46+0,90, p<0,001), +30
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(2,72+0,79, p<0,001) y +60 (3,03+0,80, p=0,003), sin observarse diferencias
significativas en la visita al dia +100 (3,31+0,56, p=0,244).

NS
80 T — 1

60

40

indice inverso de Simpson

20

Basal Dia+14 Dia+30 Dia+60 Dia+100
Visita

Figura 31. Analisis de alfa diversidad, segiin el indice inverso de Simpson, por visita.
**% p-valor<0,001; **, p-valor<0,01; *, p-valor>0,05; NS, no significativo.

4.4.3.1. Analisis de diversidad basal y durante el periodo de neutropenia
A continuacioén, se analiz6 la diversidad alfa segliin el indice inverso de Simpson en el
subconjunto de muestras pretrasplante y el subconjunto de neutropenia (muestras
recogidas desde el momento post-TPH hasta el dia 17,67), correlaciondndolas con
variables clinicas observadas en pacientes con alo-TPH durante el trasplante y el

seguimiento.

Se examino la diversidad alfa de las 95 muestras de heces recogidas antes del trasplante.
No se encontraron diferencias estadisticamente significativas basadas en el hospital donde
se realizo el trasplante (media=DE= 18,29+11,97 en el HUMYV, 29,11+15,67 en el HUCA
y 15,50+£7,77 en el HUSAL, p=0,064), ni por sexo (mujer: 20,10£14,40 vs. hombre:
19,10£11,80, p=0,886), enfermedad de base (p=0,462), nimero de lineas de tratamiento
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previas recibidas (p=0,099) o puntuaciones de riesgo teniendo en cuenta el HCT-CI score
(p=0,535) y EBMT score (p=0,458). Sin embargo, los pacientes que habian
experimentado un episodio de infecciéon en los 3 meses previos (13,75+8,68 vs.
22,36+13,51), un episodio previo de bacteriemia (11,87+7,56 vs. 20,88+13,03) o habian
recibido tratamiento antibidtico previo (16,08+10,25 vs. 22,91+14,13) mostraron una
diversidad significativamente menor en comparacion con aquellos que no lo presentaron

(p=0,002, 0,008, 0,018, respectivamente).

Respecto a las variables relacionadas con la evolucion clinica de los pacientes, no se
encontraron diferencias significativas en la diversidad alfa basal de las muestras de
pacientes que experimentaron EICHa (mediatDE= 18,97£11,99 vs. 20,23+13,95),
EICHa gastrointestinal (EICHa-GI) (18,27£9,26 vs. 20,23+13,95) o EICHc (19,31+10,21
vs. 19,55+14,19) y aquellos que no la experimentaron (p=0,858, 0,983 y 0,564,
respectivamente); episodios de infeccion (p=0,758) o episodios de bacteriemia (p=0,638),
ni episodios de infeccion (p=0,861) o bacteriemia por EMR (p=0,638). Del mismo modo,
no se observd una diferencia significativa en la diversidad alfa entre las muestras de
pacientes que experimentaron recaida de su enfermedad de base en comparacion con
aquellos que no la experimentaron (23,04+14,95 vs. 18,73+£12,20, p=0,358), ni en
aquellos que fallecieron durante el seguimiento (18,44+13,39 vs. 19,75+12,62, p=0,533).

Respecto al andlisis de la diversidad durante el periodo de neutropenia, se realiz6 un
analisis en 79 muestras de 77 pacientes recogidas desde el trasplante hasta 18 dias después
del TPH, un periodo caracterizado por neutropenia y tipicamente asociado con una
disminucién de la diversidad de la microbiota intestinal. El objetivo fue correlacionar esta
disminucion de la diversidad con variables especificas peri-trasplante y resultados
posteriores del paciente. No se encontrd una asociacion estadisticamente significativa
entre la diversidad alfa de estas muestras y la evolucion de los pacientes, en términos de
supervivencia (media=DE=9,55+7,86 en los pacientes que sobrevivieron en comparacion
con 7,16+3,47 en los que no, p=0,506) ni en otras caracteristicas clinicas estudiadas como
episodios de EICHa (p=0,768), EICHa-GI (p=0,674), EICHc (0,822), episodios de fiebre
neutropénica (0,601), infeccion (p=0,357) o bacteriemia (0,795), ni episodios de
infeccion o bacteriemia por EMR (p=0,415 y p=0,392, respectivamente).

Sin embargo, si se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la alfa

diversidad en este periodo de aquellos pacientes que presentaron colonizacion intestinal
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por EMR post-TPH en comparaciéon con aquellos que no (mediatDE= 7,06+6,05 vs.
10,66+7,75, p=0,010).

4.4.3.2. Anadlisis de supervivencia en funcion de la diversidad
Para estudiar la supervivencia en funcion de la diversidad en el momento previo al
trasplante y durante el periodo de neutropenia, se calcul6 la mediana de la diversidad alfa
en dichos momentos (mediana=16,547 y 8,055, respectivamente) y la poblacion de
estudio se estratifico en dos grupos: aquellos con baja diversidad basal (diversidad alfa <

mediana) y aquellos con alta diversidad (diversidad alfa > mediana).

Durante el periodo de seguimiento, el 22,92% (11/48) de los pacientes con baja diversidad
basal fallecié en comparacion con el 21,28% (10/47) de los pacientes con alta diversidad
basal. La supervivencia global estimada fue del 78,72% + 5,97% (error estandar [EE]) en
el grupo de mayor diversidad y del 76,16% + 6,29% en el grupo de menor diversidad.
Aunque la mortalidad fue mayor entre aquellos con menor diversidad basal, esta

diferencia no fue estadisticamente significativa (p=0,798).

En el caso del periodo de neutropenia, el 25,00% (10/40) de los pacientes con baja
diversidad fallecié en comparacion con el 16,22% (6/37) de los pacientes con alta
diversidad (supervivencia global estimada: 74,68% =+ 6,93% vs. 83,78% =+ 6,06%;
p=0,296). La figura 32 representa las curvas de supervivencia estratificadas en funcion

de la diversidad de la microbiota intestinal en dichos periodos.
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Figura 32. Curva de supervivencia global en funcion de la diversidad de la microbiota
intestinal en la visita basal (A) y durante el periodo de neutropenia (B).

La linea continua representa los datos de los pacientes con diversidad baja y la linea discontinua
a los pacientes con diversidad alta.

4.4.3.3. Diversidad alfa y colonizacion
Se evaluo la diversidad alfa global en funcion del estado de colonizacion intestinal por
EMR utilizando el indice inverso de Simpson. No se observaron diferencias
estadisticamente significativas en la alfa diversidad de los pacientes colonizados frente a
los que no lo estaban (p=0,226), pero si en el caso de los pacientes que presentaron

colonizacion en el momento pretrasplante (mediaxDE= 9,88+5,84 vs. 18,46£11,03;
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p=0,011). En la figura 33 se observan las diferencias en la alfa diversidad de los pacientes
en funcién del estado de colonizacion que presentaban en cada visita de seguimiento, para

ello se ha tenido en cuenta la primera visita en la que se detecto el estado de colonizacioén

intestinal por EMR.
0.011 0.019 0.351 0.185 0.909
60 -
= :
(o]
w
Q.
-Ug) 40+ oo . s g
pe ) ) Colonizacién
= . por EMR
@]
o : ’ : SR B3 No
1] " . ) .
g . [ } b
()] = ° 4
o = : AR S
‘E 20- ® a¢° . : 4 > :,
5] . c?’a ° 5“ otf'
3 ° 8 of° o T " e
e e s . 1: *% by b 3,

m.,,.a
ﬁ+a=:-n
i

z
Soa L
St

.

°

Basal Dia +14 Dia +30 Dia +60 Dia +100
Visita

Figura 33. Alfa diversidad de la poblacion de estudio en funcién de su estado de colonizacion
durante el seguimiento.

En cada visita se muestran los datos de la diversidad alfa de las muestras de los pacientes no
colonizados frente a la de los pacientes en los que se detect6 el estatus de colonizados por primera
vez en ese periodo.

EMR, enterobacteria multirresistente.

4.4.4. Analisis de diversidad beta

Se realiz6 un andlisis de PCoA basado en las distancias de Bray-Curtis entre los perfiles
microbianos a nivel de género presentados en la visita basal, con el objetivo de buscar
asociaciones entre estos perfiles y caracteristicas relacionadas con peores resultados,
como haber tenido un episodio de EICHa-GI, un episodio de bacteriemia o fallecer
durante el seguimiento. Este analisis no mostr6 separacion entre los grupos de muestras

para ninguna de las variables estudiadas (prueba de adonis, p=0,856, 0,481 y 0,224,
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respectivamente). Sin embargo, se encontraron diferencias significativas en la diversidad
beta en las visitas basales entre pacientes con y sin tratamiento antibidtico previo

(p=0,023) (figura 34) y entre pacientes con baja y alta diversidad basal (p=0,001).
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Figura 34. Analisis de beta diversidad de las muestras pretrasplante en funcién de haber
recibido tratamiento antibiético durante los 3 meses previos.
AB, antibiotico.

Se realizo el mismo analisis durante el periodo de neutropenia. Se encontraron diferencias
significativas en las muestras de pacientes que experimentaron bacteriemia durante el
seguimiento (p=0,017) (figura 35) y entre aquellos clasificados como de baja vs. alta
diversidad durante este periodo (p=0,001). Pero no hubo diferencias en los pacientes que

presentaron un EICHa-GI (p=0,997) o fallecieron (p=0,447) frente a los que no.
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Figura 35. Analisis de beta diversidad durante el periodo de neutropenia en relacion con el
episodio de bacteriemia.

4.4.4.1. Diversidad beta y colonizacion
En el andlisis de diversidad beta se observaron diferencias significativas en la
composicion de las muestras basales de los pacientes en funcion de su estado de
colonizacioén en el momento pretrasplante (p=0,003). Si bien, no hubo diferencias al
comparar la composicion de los pacientes con colonizacion post-TPH (p=0,520) ni en

aquellos que posteriormente presentaron un episodio de infeccion por EMR (p=0,126).

En el anélisis de las muestras recogidas en el periodo de neutropenia, no se observaron
diferencias en la composicion de la microbiota intestinal entre los pacientes en funcion
de su estado de colonizacion post-TPH (p=0,141), ni en el desarrollo o no de un episodio

de infeccion por EMR (p=0,377).
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4.4.5. Analisis de abundancia diferencial

Se realizd un andlisis LEfSe para identificar taxones que pudieran servir como
marcadores diferenciales entre los pacientes que fallecieron durante el seguimiento y
aquellos que sobrevivieron (figura 36). Utilizando una puntuacion LDA de 2 y un umbral
de valor p de 0,05, se identificaron veintidés marcadores. Se seleccionaron los taxones
que exhibieron las sefales mas fuertes para explorar la asociacion entre su abundancia y
la evolucidn clinica de los pacientes, especificamente episodios de EICHa-GI, episodios
de bacteriemia y mortalidad. Los géneros incluidos fueron Blautia, Enterococcus H,

Enterococcus_A, Ruminococcus, Gemmiger, Akkermansia y Staphylococcus (figura 37).
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Enterococcaceae
Staphylococcus
Staphylococcaceae
Staphylococcus_s__
Akkermansia muciniphila_D_776786
Verrucomicrobiae
Verrucomicrobiales
Verrucomicrobiota
Akkermansia Enriched group
Akkermansiaceae [ | ?
Staphylococcus haemolyticus_314176
Clostridia_2584831
Firmicutes_A+
Lachnospirales -
Lachnospiraceae-
Blautia_A_141781-
Blautia_A_141781_s__-
Oscillospirales
Ruminococcaceae

Actinobacteriota

0 1 2
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Figura 36. Analisis de abundancia diferencial entre los pacientes fallecidos (0) y los que
sobrevivieron (1).

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la abundancia de los
distintos géneros en funcion de la gravedad del episodio de EICHa-GI, a excepcion de
Enterococcus A, que fue mayor en pacientes con grado >2 en comparacion con aquellos
con grado <2 o sin EICHa-GI (p=0,013). Por el contrario, la abundancia de Gemmiger

fue menor en pacientes con EICHa-GI de grado >2 (p=0,043) (figura 37A).
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Los pacientes con bacteriemia exhibieron abundancias relativas significativamente
mayores de Enterococcus H'y Staphylococcus (p=0,043 y p=0,009, respectivamente). La
abundancia de Ruminococcus fue mayor en pacientes sin bacteriemia, lo que sugiere un

posible efecto protector (p<0,001) (figura 37B).

Los pacientes que fallecieron durante el seguimiento del estudio mostraron una mayor
abundancia de posibles patégenos Enterococcus H (media=0,015 vs. 0,009, p=0,026),
Enterococcus A (0,008 vs. 0,001, p=0,019) y Staphylococcus (0,027 vs. 0,005, p=0,009).
Del mismo modo, la abundancia de Akkermansia también fue mayor en los pacientes que
no sobrevivieron (0,054 vs. 0,032, p=0,017). Por el contrario, los supervivientes
mostraron una abundancia significativamente mayor de Gemmiger (0,028 vs. 0,017,

p<0,001) (figura 37C).

Centrandonos en la abundancia de Blautia, la figura 37 muestra niveles mas bajos en
pacientes con EICHa-GI de grado 2 o superior (media+DE=0,132+0,130 en pacientes sin
EICHa-GI, 0,108+0,112 en EICHa-GI de grado <2 y 0,069+0,090 en EICHa-GI de grado
>2, p=0,009), bacteriemia (0,131£0,121 en pacientes sin bacteriemia vs. 0,108+0,121 en
aquellos con bacteriemia, p=0,014) o muerte (0,127+0,126 en pacientes que

sobrevivieron vs. 0,076+0,090 en aquellos que fallecieron, p<0,001).

Para corroborar esta asociacion, se realizd un anélisis multivariable ajustado por edad,
sexo, intensidad del acondicionamiento, fuente de progenitores, puntuacion HCT-CI
score y tratamiento antibidtico previo a la recogida de cada una de las muestras de
microbiota intestinal. Para ello se utilizé un modelo lineal generalizado ajustado segin la
prueba AIC con una seleccion por pasos hacia atrés para el analisis multivariable de cada
uno de los resultados clinicos: A) Presencia de un episodio de EICHa-GI; B) Episodio de

bacteriemia durante el seguimiento; C) Exitus (figura 38).

Los resultados siguieron siendo significativos después del ajuste tanto para la EICHa-GI
(OR: 0,046; IC del 95%: 0,003 a 0,508) como para la mortalidad (OR: 0,010; IC del 95%:
0,000 a 0,234). Aunque no se alcanz6 significacion estadistica para la bacteriemia, se

mantuvo la tendencia observada (OR: 0,448; IC del 95%: 0,037 a 5,427) (figura 38).

En el caso del desarrollo de EICHa-GI (figura 38A), la abundancia relativa de Blautia se
correlacion6 inversamente con la presencia de EICHa-GI durante el seguimiento

(p=0,015), lo que sugiere un papel protector de Blautia contra el desarrollo de este tipo
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de eventos. También se observd una correlacion negativa entre el sexo femenino
(p=0,045) y una puntuacion baja en el HCT-CI (p=0,017) con la presencia de EICHa-GI.
Por el contrario, el acondicionamiento no mieloablativo se asocid positivamente con la

EICHa-GI (p=0,003).

Con respecto a los episodios de bacteriemia (figura 38B), aunque no se alcanz6 la
significacion estadistica, se observo una correlacion inversa entre la abundancia de
Blautia y la presencia de bacteriemia (p=0,527). La interaccion entre la abundancia de
Blautia y la exposicion previa a antibioticos, aunque no significativa (p=0,145), sugiere
un efecto diferente de la abundancia de Blautia dependiendo del tratamiento antibidtico

previo, lo que justifica un analisis mas profundo.

En cuanto al efecto de la abundancia de Blautia en la mortalidad de los pacientes (figura
38C), se observo una correlacion inversa, lo que indica un efecto protector de Blautia
(p=0,007), similar al sexo femenino (p=0,017) y a una puntuacion baja en el HCT-CI
(p=0,025). Por el contrario, el acondicionamiento no mieloablativo y la fuente de células

de sangre periférica se asociaron positivamente con la mortalidad.
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Figura 37. Abundancia relativa de diferentes géneros bacterianos en relacion con caracteristicas de los pacientes asociadas a peor evolucion.
**% p-valor<0,001; **, p-valor<0,01; *, p-valor>0,05; NS, no significativo; EICHa, enfermedad injerto contra huésped aguda.
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Figura 38. Asociacion de la abundancia de Blautia con la evolucion clinica de los pacientes.
Las OR y los intervalos de confianza se representan en una escala logaritmica de base 10.

EICHa, enfermedad injerto contra huésped aguda; HCT-CI, indice de comorbilidad especifico para el trasplante de
células hematopoy¢éticas; PH, progenitores hematopoyéticos; AB, antibiotico.
* Abundancia Blautia: AB previo, representa el término de interaccion entre ambas variables.
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4.4.5.1. Abundancia diferencial y colonizacion
Para evaluar si existia algin taxon que se expresara de forma diferencial en los pacientes
colonizados frente a los no colonizados, se llevo a cabo un analisis LEfSE en funcion de
esta variable, empleando los mismos parametros que en el analisis realizado
anteriormente: una puntuacion LDA de 2 y un umbral de p-valor de 0,05, identificindose

veintidos marcadores (figura 39).
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Figura 39. Analisis de abundancia diferencial en funciéon del estado de colonizaciéon
intestinal por EMR (0 (rojo), no colonizados; 1 (turquesa), colonizados).

El eje horizontal representa la magnitud de la diferencia en la abundancia y el eje vertical enumera
los diferentes taxones. La significacion estadistica de la diferencia en la abundancia de un taxén
se representa mediante el tamano del punto en escala -log10(p-valor).
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Tras la normalizacion de los datos para un analisis mas preciso, no se identific6 ningiin
marcador diferencial entre ambos grupos. No obstante, observando el resultado previo,
se quiso evaluar el efecto de la abundancia de los taxones pertenecientes al orden
Enterobacterales y, concretamente, del género Escherichia, en la evolucion de los
pacientes. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la abundancia
de estos taxones entre los pacientes que presentaron eventos de EICHa-GI (p=0,339 y
0,260, respectivamente), episodios de bacteriemia (p=0,288 y 0,450), episodio de
infecciéon por EMR (p=0,402 y 0,261) o que fallecieron (p=0,842 y 0,343) durante el

seguimiento y los que no (figura 40).
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Figura 40. Abundancia relativa de Enterobacterales y Escherichia en relacién con
caracteristicas de los pacientes asociadas a peor evolucion.

*#% p-valor<0,001; **, p-valor<0,01; *, p-valor>0,05; NS, no significativo. EICHa, enfermedad injerto contra huésped
aguda; EMR, enterobacterias multirresistentes.
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Respecto al papel de Blautia, se analizdé su abundancia en funcion del estado de
colonizacidn teniendo en cuenta la primera visita en la que se detectd dicha colonizacion.
Los resultados mostraron una abundancia relativa media significativamente mayor en los
pacientes no colonizados en el momento basal (mediaxDE= 0,1350+0,0967 vs.
0,0698+0,0674) y a los 14 dias post-TPH (0,0882+0,1076 vs. 0,0401+0,1066) en

comparacion con los pacientes colonizados (figura 41).
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Figura 41. Abundancia relativa de Blautia por visita en funcién del estado de colonizaciéon
intestinal por EMR.

En cada visita se muestran los datos de la abundancia relativa de Blautia de las muestras de los
pacientes no colonizados frente a la de los pacientes en los que se detecto el estatus de colonizados
por primera vez en ese periodo.

EMR, enterobacterias multirresistentes.

4.4.6. Tratamiento antibiotico v microbiota intestinal

Para conocer el impacto del uso del tratamiento antibidtico en la diversidad de la
microbiota intestinal, se realiz6 una revision del tratamiento recibido por los pacientes en
los 30 dias previos a la recogida de la muestra de microbiota basal y en los 7 dias

anteriores a cualquier recogida de muestra de heces durante el seguimiento post-TPH del

136



Resultados

estudio. De las 409 muestras de microbiota intestinal analizadas, 84 (20,54%) se
obtuvieron de pacientes que habian recibido tratamiento antibidtico antes de la toma de
la muestra. Estas muestras incluyeron 4 muestras basales y 80 muestras de seguimiento

(58 de la visita 2 (dia +14), 11 del dia +30, 7 del dia +60, 4 del dia +100 post-TPH).

Aunque la diferencia en la diversidad alfa basada en la exposicion a antibioterapia antes
de la recogida de la muestra de heces fue estadisticamente significativa en el conjunto
total de muestras (media=DE=9,63+8,01 vs. 14,80+9,93, p<0,001), estos hallazgos no se
confirmaron al tener en cuenta en el analisis multivariable la visita en la que se recogio la
muestra (p=0,831). En la figura 42 se muestran las diferencias en la alfa diversidad de las
muestras en funcion de si habian recibido tratamiento antibidtico previo a su recogida. Se
observaron resultados significativos en las visitas del dia +60 y +100 post-TPH,
probablemente debido a la gran diferencia entre en el nimero de muestras expuestas a
tratamiento antibidtico previo (7 y 4 muestras, respectivamente) frente a las muestras que

no estuvieron expuestas (71 y 69 muestras, respectivamente).
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Figura 42. Alfa diversidad de la microbiota intestinal por visita en funcién de la exposicion
a antibioterapia antes de la recogida de la muestra.
AB, antibidtico.
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4.4.7. Analisis de microbiota intestinal al afio postrasplante

Para caracterizar la composicion de la microbiota intestinal hasta el afio postrasplante se

llevo a cabo un andlisis de las 159 muestras pertenecientes a los 25 pacientes que

participaron en el estudio NVAL21/18. Un breve resumen de las caracteristicas de esta

cohorte se presenta en la tabla 22.

Tabla 22. Caracteristicas de la poblacion incluida en el estudio de microbiota intestinal
hasta el afio post-TPH (n=25).

Caracteristicas de la poblacion de estudio n %
Caracteristicas basales y del trasplante
Sexo
Hombre 15 60,00
Mujer 10 40,00
Edad en el momento del alo-TPH (afios), mediana [rango] | 59,55 [18,31-73,16]
Tipo de enfermedad de base
Leucemia mieloide aguda 2 8,00
Leucemia linfoblastica aguda 6 24,00
Sindrome mielodisplasico/mieloproliferativo 6 24,00
Otras 11 44,00
Fuente de progenitores hematopoyéticos
Sangre periférica 18 72,00
Tipo de acondicionamiento
Mieloablativo 16 64,00
No mieloablativo 9 36,00
Profilaxis antibiotica 6 24,00
Colonizacion intestinal por EMR 11 44,00
Clinica de los pacientes durante el seguimiento
Episodio de EICHa 16 64,00
Episodio de EICHc 6 24,00
Diagnostico de episodio de infeccion por EMR 5 20,00
Bacteriemia por EMR 1 20,00
Estatus a los 360 dias tras el alo-TPH
Inmunosupresion activa (pacientes con ICN activo) 5 20,00
Tiempo con ICN activo (meses), mediana [RIQ] 6,24 [4,14-8,28]
Remision 19 76,00

Alo-TPH, trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos; EMR, enterobacterias multirresistentes; EICHa,
enfermedad injerto contra huésped aguda; EICHc, enfermedad injerto contra huésped cronica; ICN, inhibidor de

calcineurina; RIQ, rango intercuartilico.
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4.4.7.1. Caracterizacion del perfil taxonémico
En cuanto al perfil taxondmico, se observaron variaciones en los taxones a nivel de género
que presentaban mayor abundancia relativa media respecto a la cohorte global analizada
hasta los 100 dias post-TPH, mientras que la distribucion de los principales taxones a
nivel de filo se mantuvo (tabla 23, tabla 24 y figura 43). Tras un analisis lineal
generalizado mixto, en el que se incluyo el efecto de evaluar muestras pareadas, aquellos
filos y géneros en los que se encontraron variaciones significativas de abundancia a lo
largo del seguimiento se representan en la figura 44. Observamos que la mayoria de las

variaciones significativas se concentran en los 100 primeros dias post-TPH.

En la figura 45 se representa la trayectoria individual de la abundancia taxondémica de
cada paciente correspondiente a la muestra pretrasplante y a la muestra del mes 12 post-
TPH, lo que permite una mejor visualizacion de los cambios en la abundancia de cada
taxon en cada paciente en dichas visitas. Como se ha comentado previamente, no se
encontraron diferencias significativas entre ambas visitas, pero si se observo una alta

varianza inter-paciente, especialmente a nivel de género.

Tabla 23. Abundancia relativa media de los taxones a nivel de filo y género mas
abundantes en las muestras de microbiota intestinal hasta el afio post-TPH.

Filo Abufldancia Género Abupdancia
media media
Firmicutes A 0,4410 Blautia A 141781 0,0965
Firmicutes D 0,2270 Streptococcus 0,0865
Bacteroidota 0,2021 Bacteroides H B 0.0770
Actinobacteriota 0,0470 Phocacicola_ A 858004 0,0622
Proteobacteria 0,0391 Enterococcus B 0,0480
Verrucomicrobiota 0,0278 Bifidobacterium 388775 0,0315
Firmicutes C 0,0127 Parabacteroides B_862066 | 0,0315
Desulfobacterota 1 0,0014 Faecalibacterium 0,0315
Firmicutes B 370539 0,0010 Lactobacillus 0,0311
Synergistota 0,0003 Akkermansia 0,0282
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Tabla 24. Abundancia relativa media por visita de los filos y géneros mas abundantes en las muestras de microbiota intestinal hasta el afio post-TPH.

Basal Dia+14 Dia+30 Dia+60 Dia+100 Dia+180 Mes+9 Mes+12 p-valor
Filo
Firmicutes A 0.5548 0.2919 0.3377 0.4109 0.4685 0.4727 0.5077 0.5224 <0,001%
Firmicutes D 0.1119 0.3161 0.4288 0.2732 0.2199 0.1568 0.1219 0.1119 <0,001%
Bacteroidota 0,2271 0,2251 0,1007 0,1584 0,1997 0,2543 0,2662 0,2428 0,017*
Actinobacteriota 0,0449 0,0434 0,0552 0,0438 0,0406 0,0408 0,0532 0,0523 0,790
Proteobacteria 0.0346 0.0687 0.0287 0.0499 0.0347 0.0123 0.0196 0.0321 0,963
Verrucomicrobiota 0.0153 0.0472 0.0358 0.0446 0.0113 0.0265 0.0177 0.0203 0,997
Firmicutes C 0.0080 0.0053 0.0097 0.0150 0.0218 0.0321 0.0117 0.0145 <0,001%
Desulfobacterota_I 0.0010 0.0013 0.0024 0.0016 0.0013 0.0043 0.0006 0.0012 0,358
Firmicutes B_370539 0.0008 0.0009 0.0007 0.0009 0.0016 0.0000 0.0001 0.0015 0,980
Synergistota 0.0011 0.0000 0.0000 0.0008 0.0002 0.0000 0.0000 0.0000 0,100
Blautia A 141781 0,1149 0,0784 0,0857 0,0847 0,0822 0,1074 0,1378 0,1039 <0,001%
Streptococcus 0,0664 0,1096 0,1426 0,0992 0,0880 0,1012 0,0228 0,0576 <0,001%
Bacteroides H B 0,0686 0,0665 0,0462 0,0544 0,0981 0,0703 0,1171 0,1012 0,004*
Phocaeicola A 858004 0.0588 0.1014 0.0162 0.0491 0.0498 0.0716 0.0936 0.0717 0,065
Enterococcus B 0.0005 0.1538 0.0916 0.0503 0.0047 0.0003 0.0433 0.0012 0,912
Bifidobacterium 388775 0,0277 0.0256 0.0395 0.0324 0.0287 0.0235 0.0340 0.0362 0,488
Parabacteroides B 862066 | 0.0614 0.0288 0.0249 0.0208 0.0317 0.0432 0.0233 0.0228 0,456
Faecalibacterium 0.0305 0.0149 0.0072 0.0206 0.0428 0.0032 0.0625 0.0551 <0,001%*
Lactobacillus 0.0023 0.0025 0.0816 0.0355 0.0584 0.0174 0.0221 0.0206 0,371
Akkermansia 0.0156 0.0478 0.0363 0.0454 0.0118 0.0267 0.0179 0.0206 0,998

*Valor estadisticamente significativo.
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Figura 43. Perfil taxonémico de las muestras recogidas hasta el afio post-TPH a nivel de

género.

La abundancia relativa de los distintos taxones por visita se representa en funcion del tamafio de
los puntos. Se colorea en funcién del orden taxondémico al que pertenecen los géneros.
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Figura 44. Abundancia relativa por visita de los taxones a nivel de filo (A) y género (B) en

los que se observaron cambios significativos en la poblacién estudiada hasta el afio post-
TPH.

La abundancia relativa se representa en escala logaritmica.
*** p-valor<0,001; **, p-valor<0,01; *, p-valor>0,05; NS, no significativo.
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Figura 45. Evolucion de la abundancia relativa por paciente de los taxones mas abundantes
a nivel de filo (A) y género (B).

La abundancia relativa se representa en escala logaritmica. Cada punto representa la abundancia
de un taxon especifico en un paciente en la visita correspondiente y cada linea conecta los puntos
individuales de un mismo paciente para representar la trayectoria individual. La linea discontinua
en color rojizo representa la trayectoria promedio de todos los pacientes en el grupo.
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4.4.7.2. Anadlisis de diversidad alfa
La diversidad alfa segun el indice inverso de Simpson se representa en la figura 46
(p<0,001). En comparacion con la alfa diversidad de la visita pretrasplante (media=DE=
26,53+13,94), se observo una disminucion significativa en su valor en las visitas del dia
14 (11,11£9,23; p<0,001) y 30 (12,88+9,40; p<0,001) post-TPH. No encontrandose

diferencias a lo largo del resto del seguimiento.
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Figura 46. Analisis de alfa diversidad, segun el indice inverso de Simpson, por visita de la
cohorte con seguimiento hasta el afio post-TPH.

El punto rojo representa el valor medio de la alfa diversidad segin el indice inverso de Simpson
por visita.

**% p-valor<0,001; **, p-valor<0,01; *, p-valor>0,05; NS, no significativo.

4.4.7.3. Microbiota e inmunosupresion
Para analizar el efecto de la inmunosupresion en la microbiota intestinal, se tuvo en cuenta
tanto la variable continua de dias de exposicion de los pacientes a estos tratamientos,
como la variable discreta que dividia a los pacientes en dos grupos, finalizacion de la
inmunosupresion con inhibidores de calcineurina antes o después de los 180 dias post-

TPH.

No se observaron diferencias estadisticamente significativas en la alfa diversidad en

funcién del numero de dias de exposicion a esos tratamiento (p=0,621), ni en el andlisis
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de la variable binaria antes o después de los 180 dias post-TPH (media+=DE= 17,494+9,87
vs. 19,45+12,52; p=0,524).

4.4.7.4. Microbiota y profilaxis antibidtica
Para evaluar el impacto de la profilaxis antibiotica en la microbiota intestinal se
compararon la alfa diversidad y el perfil taxondmico de las muestras recogidas tras el
trasplante hasta el dia 14, donde el efecto de la profilaxis antibidtica podria verse mas
acentuado, entre los pacientes que habian recibido o no profilaxis antibidtica. Se
analizaron 24 muestras de microbiota intestinal de 24 pacientes, de los que 6 (25,00%)
habian recibido profilaxis antibidtica con ciprofloxacino. No se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en la alfa diversidad (mediazDE= 11,06+8,66 vs.
11,27+11,68; p=0,758) (figura 47) ni diferencias en la abundancia de los taxones que
resultaron mas abundantes en la cohorte (figura 48) con relacion a la utilizacion de
profilaxis antibiotica. Si bien en el grafico aparecen como significativas las diferencias
en los taxones Proteobacteria y Streptococcus, estas diferencias desaparecieron al llevar

a cabo un analisis GLMM (p=0,117 y p=0,352, respectivamente).

NS.

30

20

Indice inverso de Simpson

No Si
Profilaxis antibiética

Figura 47. Analisis de la diversidad alfa, medida segtin el indice inverso de Simpson, de las
muestras recogidas hasta el dia 14 post-TPH en funcion de si los pacientes habian recibido
o no profilaxis antibidtica.

*** p-valor<0,001; **, p-valor<0,01; *, p-valor>0,05; NS, no significativo.
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Figura 48. Abundancia relativa de los taxones a nivel de filo (A) y género (B) de las muestras
recogidas hasta el dia 14 post-TPH en funcion de si los pacientes habian recibido o no
profilaxis antibidtica.

La abundancia relativa se representa en escala logaritmica.

*** p-valor<0,001; **, p-valor<0,01; *, p-valor>0,05; NS, no significativo.

146



5. DISCUSION







Discusion

A pesar de que los avances en el cuidado de pacientes con inmunosupresion grave han
reducido la morbi-mortalidad por complicaciones infecciosas (17), su incidencia ha
aumentado debido a la realizacion de trasplantes en pacientes de mayor riesgo y al uso de
inmunosupresores mas potentes (20, 24). Ademas, la resistencia antibidtica y las
infecciones por microorganismos MR complican la eleccion de un tratamiento empirico
adecuado (25, 26, 36, 46, 47). Por todo ello, las complicaciones infecciosas continiian

constituyendo una de las principales causas de morbi-mortalidad temprana en el alo-TPH

(17, 21).

En este escenario, conocer el perfil de resistencias locales y la presencia o no de
colonizacion por microorganismos MR en estos pacientes parece clave para un

tratamiento precoz adecuado (46, 47).

La microbiota intestinal juega un papel importante en diversos aspectos de la salud, entre
ellos, la proteccion frente a la colonizacidén por posibles patégenos (50, 51, 54-56).
Durante el alo-TPH se produce una disbiosis de la microbiota, habiéndose relacionado su
desequilibrio con distintos estados patoldgicos, como trastornos inflamatorios crénicos
(57-59), y en el campo del TPH, con mayores eventos de EICH y mayor mortalidad (64,
65, 67). Caracterizar su composicion durante el alo-TPH y su relaciéon con la colonizacion
por microorganismos MR es un factor importante en la evolucion de los pacientes

receptores de alo-TPH.

En este estudio se presentan los resultados de un proyecto de investigacion multicéntrico
nacional sobre la incidencia de colonizacion intestinal por microorganismos MR,
concretamente EMR, y la caracterizacion de la microbiota intestinal, durante el primer
afio tras un alo-TPH, para conocer su papel en la evolucion clinica de estos pacientes.
Aunque el efecto de la colonizacion por EMR ya ha sido objeto de estudio, este es el
primer estudio espafiol, hasta donde sabemos, que evalia la composicion de la microbiota

intestinal en esta poblacion y su relacion con la colonizacion.

Para facilitar la compresion, la discusion de los resultados se hara por apartados, en el
mismo orden en el que estos han sido presentados, atendiendo en cada uno de ellos a los

diferentes objetivos establecidos al inicio del trabajo.
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5.1. CARACTERISTICAS DE LA POBLACION DE ESTUDIO

El TPH ha experimentado un notable progreso en los ultimos afios, lo que se ha traducido
en una mejora en los resultados clinicos y en una ampliaciéon de las indicaciones,
incluyendo a pacientes que anteriormente no se consideraban aptos para este
procedimiento. Como consecuencia, las caracteristicas clinicas de los pacientes

receptores de un TPH han cambiado de manera importante a lo largo del tiempo.

Un estudio longitudinal retrospectivo publicado en 2024 analizé la evolucion de los
resultados de los alo-TPH en una institucion durante mas de cuatro décadas, identificando
los cambios en las practicas clinicas y su impacto en la supervivencia y la mortalidad de
los pacientes. Los autores observaron un incremento en la edad de los receptores, asi
como una mayor proporcion de pacientes con comorbilidades y con estadios mas
avanzados de la enfermedad, lo que refleja una creciente complejidad clinica (21). En
cuanto a los procedimientos, se ha observado un aumento en el uso de donantes no
emparentados y haploidénticos, de sangre periférica como fuente de injerto, y una
reduccion en el uso de regimenes de acondicionamiento mieloablativos en favor de
esquemas de intensidad reducida. En relacion con las causas de muerte no relacionadas
con la recidiva, si bien se ha visto una disminucion en su frecuencia, las infecciones

contintian representando una de las principales causas de mortalidad en esta poblacion

@1).

De los 186 pacientes incluidos en nuestro estudio, unicamente un 4,3% (8/186) no
completaron el seguimiento, principalmente por haber continuado su control en otro
centro hospitalario (62,5%, 5/8). La cohorte se caracterizd por su homogeneidad entre los
distintos centros participantes, no encontrandose diferencias significativas en la
distribucion por edad, sexo o tipo de enfermedad hematoldgica de los pacientes. La
enfermedad de base mas frecuente fue la leucemia mieloide aguda seguida de la leucemia
linfoblastica aguda. La metodologia del trasplante empleada fue comparable a la descrita

en otras cohortes nacionales (21, 47, 128) e internacionales (66, 81) ya publicadas.

No obstante, la exposicion previa a antibioterapia, un factor de riesgo conocido para
infecciones posteriores, fue ligeramente inferior a la descrita en cohortes similares (46,
126). En el estudio retrospectivo publicado por Puerta-Alcalde P et al. (126), en el que
analizan la epidemiologia de episodios de bacteriemia en pacientes receptores de TPH en

los ultimos 25 afos, la exposicion previa a antibioticos oscild entre el 50,7% y el 76,6%,
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dependiendo del periodo analizado, con un uso de profilaxis antibiotica entre el 31,5% y
el 35,8%. De forma similar, en la cohorte de Chumbita M et al. (46), el 58,1% de los
pacientes hematoldgicos habian recibido antibioterapia previa y el 29,2% profilaxis con
quinolonas. En nuestra cohorte, el 41,4% de los pacientes habian recibido algun tipo de
antibidtico durante los tres meses previos al ingreso para el alo-TPH, y s6lo el 21% recibio
profilaxis antibiotica durante el trasplante; concretamente, el 11,8% profilaxis con

quinolonas.

El uso de quinolonas como profilaxis durante el alo-TPH es atn objeto de debate, no
habiendo un consenso sobre su aplicacion. Su indicacion esté sujeta a la consideracion de
los datos epidemioldgicos locales y a la monitorizacion de la aparicion de resistencias,
con un nivel de evidencia AIIl. En este sentido, el estudio multicéntrico de Averbuch D
et al. (46), que incluy6 datos de 655 episodios de bacteriemia en receptores de TPH de 65
centros en 25 paises, cuestiona la recomendacion del uso de profilaxis con
fluoroquinolonas al observar una elevada tasa de resistencia, aproximadamente el 50%
de las bacterias eran resistentes a fluoroquinolonas. En nuestro estudio, s6lo dos centros
empleaban quinolonas de forma rutinaria y su reclutamiento contribuy6 al 17,7% de la
poblacion de estudio, por lo que estas diferencias en su uso pueden ser debidas a una baja

representacion de esta metodologia en nuestra poblacion.

Respecto a los episodios de infeccion en este tipo de pacientes, Puerta-Alcalde P et al.
(128) identificaron un 7,5% de microorganismos MR, mayoritariamente bacilos
gramnegativos MR (5,6%), responsables de episodios de bacteriemia, con una media de
55 dias desde el TPH hasta su deteccion. Estos casos se concentraron en el periodo post-
injerto precoz. En nuestro estudio, aunque la incidencia de infeccion y bacteriemia por
EMR fue similar (13,4% y 7,5%, respectivamente), los episodios se concentraron en el
periodo pre-implante, con una mediana de 14 dias desde el alo-TPH hasta el primer

episodio infeccioso.

La mortalidad global registrada durante el primer afio en nuestro estudio fue del 24,2%,
y la no relacionada con la recidiva de la enfermedad de base alcanzo el 16,7%, cifras
comparables a las descritas en otras cohortes (65, 79). Las principales causas de
fallecimiento fueron la recidiva, las infecciones y la EICH. En un estudio observacional
retrospectivo de 2019, que analizd las causas de muerte tras el TPH en 114.491 pacientes

incluidos en la base de datos EBMT entre 1980 y 2015, se observd un 45,8% de
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mortalidad global: la recidiva represento el 42,9%, las infecciones el 22,3% y la EICH el
15,9%.

En el subgrupo de alo-TPH, las cifras fueron del 38,7% para recidiva, 23,8% para
infecciones y 19% para EICH, valores muy proximos a los de nuestra cohorte. En dicho
estudio, el 35,1% de las muertes tras el alo-TPH se produjeron en los primeros 100 dias,
principalmente por causas infecciosas (127). De manera similar, en nuestra poblacion, el
51,1% de los fallecimientos ocurrieron dentro de los primeros 100 dias post-TPH, siendo

la mayoria debidos a procesos infecciosos (30,4%).

5.2. COLONIZACION INTESTINAL EN EL TRASPLANTE

La tasa de colonizacion intestinal por microorganismos MR varia en las distintas cohortes
publicadas. Bilinski J et al. (81) detectaron un 31% de colonizacion antes del trasplante,
mientras que otras series, como la de Forcina A et al. (129) informaron una colonizacién
intestinal del 16,9% en pacientes receptores de alo-TPH previo al procedimiento. En una
revision sistematica y metaanalisis, publicada en 2024, Luo H et al. (130) evaluaron la
prevalencia y los factores de riesgo asociados a la colonizacioén intestinal por bacilos
gramnegativos MR, especificamente EMR, en pacientes con enfermedades
hematologicas. Los autores observaron una prevalencia global de colonizacion del 22%
por Enterobacterales resistentes a carbapenemes y del 19,2% por productores de
betalactamasas. Por otra parte, la cohorte de Gallardo-Pizarro A et al. (131), publicada en
2025, que analiz6 la colonizacion intestinal por bacterias gramnegativas MR en pacientes
hematologicos en un hospital de Barcelona entre enero de 2020 y septiembre de 2022,
informo6 de una prevalencia de colonizacion del 27,5%, con deteccion al ingreso en el
14,1% de los casos. Las diferencias observadas entre estudios destacan la importancia de

mantener una vigilancia activa de la resistencia, especialmente en poblaciones de riesgo.

En nuestro estudio, la incidencia de colonizacién previa al trasplante fue inferior a la
descrita en la literatura (10,22%). Sin embargo, la incidencia global de colonizacion
durante el seguimiento alcanzo el 39,2%, con una mediana de 28 dias desde el TPH hasta
la deteccion del primer aislamiento. Estos resultados sugieren que los pacientes
mantienen un riesgo continuo de colonizacion durante su hospitalizacion por el TPH,

especialmente en el periodo cercano a la recuperacion granulocitaria, momento en el que
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hay un mayor riesgo de infecciones por los dafios producidos en la barrera mucocutanea

(16) y una mayor exposicion a tratamientos antimicrobianos empiricos.

En este contexto, nuestros hallazgos coinciden con las observaciones de Gallardo-Pizarro
Acetal. (131), quienes sugieren que un cribado inicamente al ingreso resulta insuficiente.
En su estudio, la prevalencia al ingreso fue del 14,1%, mientras que, con un programa de
vigilancia activa se identifico al 27,5% de los pacientes hematologicos como portadores
rectales de bacilos gramnegativo MR, lo que respalda la implementacién de un cribado
semanal rutinario. Ademas, estos autores sefialan que en centros sin vigilancia activa se
debe considerar la posible aparicion de Enterobacterales resistentes a carbapenemes y P,

aeruginosa dificil de tratar a partir de la segunda semana de hospitalizacion.

La relevancia de estos hallazgos radica en que una deteccion precoz de la colonizacion
puede influir directamente en la eleccion de la antibioterapia empirica inicial. En este
sentido, diversos estudios, como los de Averbuch D et al. y Chumbita M et al. (46, 47),
han demostrado que el uso de tratamientos empiricos inadecuados, mas frecuente en

infecciones por microorganismos MR, se asocia a unas tasas de mortalidad mas elevadas.

En cuanto a las caracteristicas epidemioldgicas seglin el estado de colonizacion, y en
consonancia con estudios previos (81, 129), no se observaron diferencias estadisticamente
significativas en variables basales como el sexo, la edad, la enfermedad de base o los
distintos scores de riesgo evaluados. Sin embargo, los pacientes colonizados presentaron
en mayor frecuencia episodios de infeccion y bacteriemia previos al ingreso para el TPH.
Asimismo, se observo un mayor uso previo de antibioticos en este grupo, aunque no se
alcanzo6 la significacion estadistica, siendo considerado éste un factor de riesgo relevante

en el estudio de Luo H et al. (130).

La relacion entre la colonizacion intestinal y un posterior episodio de infeccion continua
siendo objeto de investigacion (48, 49). Recientemente, Woodhouse EW et al. (132),
publicaron los datos de una revision exhaustiva de revisiones sistematicas y metaanalisis,
“revision umbrella”, sobre el riesgo de infeccion en personas colonizadas por bacterias
gramnegativas MR, especialmente por Enterobacterales productores de BLEE o
resistentes a carbapenemes. Los datos mostraron una incidencia combinada de infeccion
en pacientes colonizados hospitalizados del 22%. El andlisis de riesgos reveld que la

probabilidad de desarrollar infeccion en individuos colonizados es aproximadamente
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15,68 veces mayor que en los no colonizados. Concretamente, los pacientes receptores de
un trasplante de 6rgano sélido colonizados por Enterobacterales productores de BLEE
mostraron un aumento de riesgo de infeccion de 9,09 a 11,7 veces en comparacion con
los no colonizados. Aunque la gran heterogeneidad en los datos y variabilidad en las
metodologias empleadas limitan la generalizacion de los resultados, estos hallazgos
resaltan la alta carga clinica asociada a la colonizacidn por bacterias gramnegativas MR.
Los autores subrayan la necesidad de estrategias de intervencion precoz y de disefio de

futuras investigaciones con mayor consistencia metodologica.

En linea con estas observaciones, Gallardo-Pizarro et al. (131), evaluaron el rendimiento
diagnostico del cribado de colonizacion rectal por bacilos gramnegativos MR como
predictor de bacteriemia. Sus resultados mostraron que la colonizacién rectal posee un
alto valor predictivo negativo (99,9% para Enterobacterales resistentes a carbapenemes
y P aeruginosa dificil de tratar), lo que indica que la ausencia de colonizacion se asocia
a un riesgo muy bajo de bacteriemia. Mientras que, los valores predictivos positivos del
25% para Enterobacterales resistentes a carbapenemes y del 36,4% para P. aeruginosa

dificil de tratar, respaldan su valor en la identificacion de pacientes de alto riesgo.

De forma concordante, en nuestra cohorte el analisis multivariable mostr6 que la
colonizacién intestinal por EMR se asocid6 de manera significativa con una mayor
duracién de la estancia hospitalaria y con una odds 8 veces superior de desarrollar
episodios de infeccion y bacteriemias por EMR, en comparacion con los pacientes no
colonizados. Estos resultados refuerzan y complementan los hallazgos previamente
descritos en otras cohortes y revisiones (81, 131, 132), confirmando la relevancia clinica

de la colonizacion intestinal como marcador de riesgo en pacientes sometidos a TPH.

Respecto a la supervivencia global, no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas segun el estado de colonizacion. Sin embargo, los pacientes que
desarrollaron episodios de infeccion por EMR presentaron una tasa de riesgo de exitus
4,5 veces mayor que aquellos sin infeccion, alcanzando un valor de 5,9 veces en los casos
de fallecimiento no relacionado con la recidiva de la enfermedad de base. Estos datos
coinciden con los publicados por Forcina A et al. (129), cuyos resultados principales
muestran que la colonizacion por bacilos gramnegativos MR no tuvo un impacto
significativo en la supervivencia global, mortalidad relacionada con el trasplante, ni en la

mortalidad por infecciones. En contraste, Bilinski J et al. (81), si observaron un efecto
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negativo de la colonizacidn en la supervivencia global, siendo significativamente menor

en los pacientes colonizados (34%) comparada con los no colonizados (74%).

5.3. CARACTERIZACION DE LAS ENTEROBACTERIAS MULTIRRESISTENTES

En 2022, “The Lancet” publico el analisis mas completo realizado hasta la fecha sobre la
estimacion de la carga global de resistencia antimicrobiana correspondiente al afio 2019
(26). Segun este estudio, aproximadamente 4,95 millones de muertes estuvieron
relacionadas con infecciones por bacterias resistentes a antimicrobianos, de las cuales
1,27 millones fueron directamente atribuibles a la resistencia. Seis patogenos
concentraron el 73,4% de las muertes atribuibles, destacando el papel de las
enterobacterias como los principales agentes implicados: E. coli y K. pneumoniae
ocuparon el primer y tercer lugar, respectivamente. Las implicaciones derivadas de este
trabajo subrayan la necesidad de implementar politicas concretas que se dirijan a la
expansion de los programas de prevencion y control de infecciones, la mejora del acceso
a antibioticos esenciales y el desarrollo de vacunas y antibidticos. No obstante, alcanzar
estos objetivos constituye un desafio debido a las variaciones en la tasa de resistencia

observada entre regiones.

Estas variaciones no solo se evidencian entre paises, sino también entre territorios de un
mismo pais. Si bien nuestros datos se alinean con los descritos en otros estudios (36, 131)
en cuanto a las EMR mas frecuentemente aisladas, encontramos diferencias a nivel de los
mecanismos de resistencia mas prevalentes. Este hallazgo refuerza la importancia de
conocer la epidemiologia local para ayudar en la adecuada toma de decisiones,

especialmente para el tratamiento de un proceso infeccioso.

En relacion con la carga de resistencia a antimicrobianos existente en el territorio
nacional, en el muestreo realizado por Pefalva G et al. (36), en todas las muestras clinicas
enviadas para diagnostico de infeccion de pacientes ingresados, se observo que los
Enterobacterales MR aislados correspondian principalmente a E. coli productor de BLEE
(25,8% en el ultimo ano registrado) y K. pneumoniae productor de BLEE (12,9%). La
infeccion del tracto urinario fue la mas frecuente (42,7%). Por su parte, en el trabajo de
Gallardo-Pizarro A et al. (131), centrado en los pacientes hematoldgicos, los

microorganismos predominantes identificados en los frotis rectales fueron E. coli
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(49,3%), K. pneumoniae complex (24,9%), P. aeruginosa (7,2%) y E. cloacae complex
(6%). El 11,7% de las cepas aisladas eran productores de algin tipo de carbapenemasa,
principalmente OXA-48, sin representacion de carbapenemasa tipo GES. La mayoria de
los episodios de bacteriemia estudiados fueron debidos a E. coli (36,1%) y K. pneumoniae
complex (20,5%), ambos resistente a cefalosporinas de tercera generacion (36,7% y

35,3%, respectivamente).

Aunque las EMR aisladas se mantienen en las distintas cohortes, los mecanismos de
resistencia, en particular la produccion de carbapenemasas, varian. En nuestra cohorte
encontramos una mayor prevalencia de EMR productoras de carbapenemasas,
predominantemente de tipo GES. Nuevamente, estos hallazgos hacen hincapié en la

importancia de conocer la epidemiologia local.

5.4. MICROBIOTA INTESTINAL EN EL TRASPLANTE

Un estudio reciente de Latorre-Pérez et al. (53) caracterizo la microbiota intestinal de 530
individuos en Espafia, con el objetivo de definir una microbiota intestinal "normal" para
nuestro pais. A nivel de filo, Firmicutes y Bacteroidota fueron predominantes, seguidos
por Proteobacteria, Verrucomicrobiota y Actinobacteriota, lo que es consistente con el
perfil taxondmico de la microbiota intestinal descrito por Rajili¢-Stojanovi¢ y M de Vos

(52). A nivel de género, Bacteroides fue el taxon dominante.

El analisis de las caracteristicas basales de la poblacion de nuestro estudio reveld una
composicidon taxondémica comun entre los pacientes, independientemente de su centro de
origen, que diferia de la descrita por Latorre-Pérez et al. (53), incluso antes del trasplante.
Nuestros pacientes mostraron una baja diversidad, medida por el nimero de taxones
identificados, la cual disminuy6 ain mas durante los primeros 30 dias post-TPH. Estos
cambios incluyeron desplazamientos en la abundancia relativa de los taxones dominantes
y alteraciones en la diversidad alfa, medida por el indice inverso de Simpson. A nivel de
filo, la composicion basal estaba dominada por Firmicutes, seguidos por Bacteroidota,
Actinobacteriota, Proteobacteria y Verrucomicrobiota; mientras que, a nivel de género,
Blautia y Streptococcus fueron los taxones dominantes. A lo largo del estudio, la
composiciéon global de la microbiota intestinal estuvo dominada por el género

Streptococcus, lo que indica alteraciones dinamicas en los perfiles taxondomicos y la
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diversidad alfa de la microbiota intestinal. Se observé un aumento en la abundancia
relativa de la clase Bacilli, dominada por los géneros Streptococcus y Enterococcus,
llegando a ser estadisticamente significativo en el primer caso. Este cambio fue
particularmente evidente durante el periodo de neutropenia y hasta los 30 dias post-TPH,
y condujo a una reduccion significativa en la diversidad alfa en comparacion con los
niveles pretrasplante, como se refiere en estudios previos como los de Peled et al. (66) y
Masetti et al. (133), asi como a una disminucidn en la abundancia de ciertos taxones

asociados con mejores resultados clinicos, como el género Blautia (67, 72).

Nuestros resultados fueron similares a los de Peled et al. (66), quienes describieron una
composicion de la microbiota intestinal comun en estos pacientes, independientemente
del centro de origen, y sefalaron que diferia significativamente de la composicion

encontrada en individuos sanos.

Estos hallazgos sugieren que la composicion de la microbiota en estos pacientes puede
estar influenciada principalmente por su enfermedad subyacente y los tratamientos

asociados, independientemente de la region geografica y las variaciones dietéticas.

Un historial de infeccidon pretrasplante, bacteriemia o tratamiento antibidtico previo se
asocio significativamente con una menor alfa diversidad de la microbiota intestinal en el
momento pretrasplante. Estudios previos han relacionado de manera consistente una
reduccion en la diversidad de la microbiota con una peor evolucion de los pacientes (48,
68) y una supervivencia general deteriorada (64—66). Sin embargo, en nuestro estudio no
se encontraron diferencias en la alfa diversidad, ni en el momento pretrasplante ni en el
periodo de neutropenia, en relacion con las variables clinicas asociadas a un peor
pronostico de los pacientes, como el desarrollo de episodios de EICH o la aparicion de
episodios de infeccion o bacteriemia. En cuanto a su impacto en la supervivencia, aunque
no se alcanzo6 significacion estadistica, se observd una tendencia hacia una menor
supervivencia al afio en los pacientes con menor diversidad en ambos periodos, en
comparacion con aquellos con mayor diversidad, tal como fue informado previamente

por Masetti et al. (133).

El uso de las caracteristicas de la microbiota intestinal como predictor de la evolucion de
los pacientes sometidos a TPH es un area de creciente interés (66, 67, 69, 70, 72, 132,

133). Un ejemplo es el trabajo de Han L et al. (133), quienes emplearon el valor de la alfa
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diversidad y la abundancia de cuatro familias bacterianas, estadisticamente relacionadas
con mejores o peores resultados clinicos, para crear un score predictivo de supervivencia.
Para ello analizaron 209 muestras de microbiota intestinal de pacientes receptores de un
alo-TPH en el dia +15 postrasplante en dos centros de China. Los resultados mostraron
que una puntuacién baja se asoci6é con una mayor supervivencia a 3 afios (88,5%) y menor
mortalidad (7,1%), mientras que una puntuacion alta fue un factor independiente de riesgo
para mortalidad. La capacidad predictiva del score alcanzo6 un area bajo la curva de 0.836,
lo que indica una alta precision en la prediccion de supervivencia (p<0,001). Estos
resultados refuerzan la importancia de la microbiota en el pronostico postrasplante. Es
importante destacar que, en este estudio, la familia Enterobacteriaceae se identifico como
un factor predictor de un peor prondstico, relacionandose su mayor abundancia con peores
resultados, posiblemente debido a su papel en la disbiosis y en la produccion de

metabolitos que pueden promover inflamacion y dafo intestinal.

Complementando el analisis de alfa diversidad, el estudio de la diversidad beta mediante
un andlisis de PCoA, basado en las abundancias relativas a nivel de género, no reveld una
agrupacion distintiva de las muestras de los pacientes seglin las caracteristicas antes
mencionadas, ni en el momento basal ni durante el periodo de neutropenia. Biagi et al.
(67) informaron hallazgos similares con respecto al desarrollo o ausencia de EICH, que
asociaron con la presencia y abundancia de taxones especificos. Aunque en nuestro
analisis no se identificaron grupos claramente diferenciados basados en caracteristicas
asociadas con peores resultados clinicos, si se observo una agrupacion significativa entre
las muestras de pacientes con y sin exposicion previa a antibidticos en el momento basal,
asi como entre las muestras recogidas durante el periodo de neutropenia de pacientes que
desarrollaron episodios de bacteriemia frente a los que no. Ademas, encontramos
diferencias en la beta diversidad entre los grupos con alta y baja diversidad alfa en ambos

periodos.

Aunque estos hallazgos explican un pequefio porcentaje de la variabilidad total en la
composicion de la microbiota, junto con los resultados previamente expuestos sobre el
perfil taxonémico y la diversidad alfa, apoyan la existencia de cambios significativos en

los perfiles taxondmicos de la microbiota intestinal de nuestros pacientes.

Centrandonos en el analisis de taxones especificos, observamos que los pacientes con

caracteristicas asociadas a peores resultados clinicos, como bacteriemia, EICHa-GI o
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fallecimiento durante el seguimiento, presentaban una mayor abundancia de géneros
potencialmente patdogenos como Enterococcus 'y Staphylococcus, en concordancia con lo
descrito en la literatura (63, 68, 72, 134, 135). Asimismo, se observd una disminucion
significativa en la abundancia de géneros como Blautia y Ruminococcus, taxones que
contribuyen a mantener la homeostasis intestinal y a inducir tolerancia inmunolédgica
mediante la produccion de metabolitos, y que estan relacionados con un menor riesgo de

complicaciones (67, 71, 72, 133, 135).

El papel que desempefian los distintos taxones en la evolucion de estos pacientes continia
siendo objeto de estudio. En algunos casos, se ha descrito un comportamiento dual, como
el de Akkermansia, que parece ejercer un efecto protector sobre la barrera intestinal y
participar en la modulacion del sistema inmunoldgico. Sin embargo, modelos murinos
sugieren que su actividad mucolitica podria exacerbar la EICH bajo determinadas
circunstancias (75). En nuestro estudio, no se encontraron diferencias significativas en su
abundancia a lo largo del seguimiento, aunque si se observé una mayor abundancia en los
pacientes fallecidos. Estos hallazgos reflejan la elevada complejidad de los andlisis de la
microbiota y subrayan la influencia de distintos factores y del contexto clinico concreto

en la interpretacion de los resultados.

5.4.1. Microbiota intestinal y colonizacion

Una de las funciones principales de la microbiota intestinal es su efecto protector frente
a la colonizacién por microorganismos potencialmente patégenos (50, 54). Se han
identificado ciertos patrones microbianos asociados a una menor susceptibilidad a la
colonizacion por microorganismos MR. En particular, se ha observado una mayor
abundancia de géneros y familias bacterianas como Bacteroides, Blautia,
Lachnospiraceae, Prevotella y Ruminococcaceae en individuos no colonizados (78).
Estos taxones se consideran potencialmente protectores por su capacidad para mantener
la integridad de la mucosa intestinal, producir 4cidos grasos de cadena corta que modulan

la respuesta inflamatoria, y competir por recursos y espacio con patdogenos resistentes.

Por otro lado, algunos taxones como Lactobacillus desempefian un papel clave en la
resistencia a la colonizacidon intestinal por EMR, al favorecer la expansion de
Clostridiales productores de butirato, lo que se ha asociado con una reduccion en la carga

de estos microorganismos (136).
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La disbiosis que se produce durante el TPH se ha relacionado con una disminuciéon de
bacterias productoras de butirato, implicadas en la preservacion de la integridad del
epitelio intestinal. Esta alteracion se correlaciond con una mayor gravedad de los eventos
de EICH y se ha identificado como un factor de riesgo para la colonizacion y posterior
expansion de microorganismos MR. Stoma et al. (48), en un analisis de 4.768 muestras
de heces de 708 pacientes receptores de alo-TPH, observaron que la dominancia intestinal
de bacterias gramnegativas estaba significativamente asociada con un mayor riesgo de
bacteriemia posterior por estos microorganismos. Los géneros mas prevalentes fueron
Escherichia, Klebsiella, Enterobacter, Pseudomonas y Stenotrophomonas. En contraste,
la presencia de grupos como Ruminococcaceae y Bacteroidetes, tuvieron un papel

protector, asocidndose con un menor riesgo de dominancia por gramnegativos.

En nuestro estudio, si bien no se encontraron diferencias en el perfil taxonémico a nivel
de género entre los pacientes colonizados y no colonizados, si se observé una abundancia
significativamente mayor del filo Proteobacteria en los pacientes con colonizacion
intestinal por EMR. Ademas, los pacientes colonizados en el momento pretrasplante o
que se colonizaron durante el periodo de neutropenia presentaron una diversidad alfa
menor que aquellos en los que no se detectd colonizacion, mostrando estos ultimos una
mayor abundancia de Blautia. Estos hallazgos se correlacionan con el resto de los
resultados del estudio, vinculando la disbiosis que se produce a lo largo del TPH y la

disminucion de la abundancia de Blautia con la presencia de colonizacion.

En resumen, una microbiota con elevada diversidad y con abundancia de géneros
relacionados con la produccion de metabolitos antimicrobianos y la competencia por
recursos se asocia con una menor susceptibilidad a la colonizacién por microorganismos
MR. Por el contrario, la disbiosis caracterizada por la dominancia de ciertos géneros
oportunistas incrementa dicho riesgo (78). Mantener o restaurar una microbiota saludable
podria ser clave para disminuir el riesgo de colonizacion y posterior infeccion por EMR

(54).

5.5. LIMITACIONES DEL ESTUDIO

Si bien nuestro estudio presenta una base metodologica solida, es importante reconocer

ciertas limitaciones que deben ser tomadas en cuenta.
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El estudio realizado es un estudio de cohortes prospectivo longitudinal, uno de los disefios
mas utilizados en la investigacion biomédica. Una de las limitaciones a considerar es la
falta de un grupo control, en el caso del analisis de la microbiota intestinal. Sin embargo,
es un campo actualmente en expansion, en el que aun se esta definiendo lo que podria
considerarse una microbiota “normal”. Asimismo, ya hay diversas cohortes publicadas
con las que se podria hacer una comparativa, y el interés de este estudio radica en
caracterizar la composiciéon de la microbiota intestinal a lo largo del trasplante. Otra
limitacién que puede presentarse en el aspecto metodoldgico es inherente a los estudios
multicéntricos en los que se incluyen centros con distintos protocolos para el tratamiento
y seguimiento de los pacientes. No obstante, el campo del TPH estd muy estandarizado,
siguiéndose las recomendaciones establecidas por las sociedades cientificas nacionales e

internacionales.

La siguiente limitacion son los posibles sesgos debidos a la propia manipulacion de las
muestras, especialmente para el estudio de la microbiota, dado que no se cuenta con un
protocolo estandarizado. Por ello todas las muestras fueron procesadas y analizadas por
personal familiarizado con estos procedimientos y con experiencia acreditada en el

analisis de muestras de microbiota.

La pérdida de muestras durante el seguimiento, ya sea por muerte del paciente o por fallos
en su recoleccion, puede haber ocasionado un sesgo metodoldgico provocando una
pérdida de poder estadistico al no alcanzar valores significativos en algunos de los analisis

realizados, a pesar de las tendencias observadas.

Los posibles factores de confusion debidos a las caracteristicas propias de cada paciente
y el tratamiento recibido segin su evolucién fueron controlados mediante el uso de

analisis estratificado y multivariable.

Con respecto a la seleccion de los pacientes, el bajo reclutamiento en centros que tenian
implantado un protocolo de profilaxis antibidtica con fluoroquinolonas durante el alo-
TPH puede haber contribuido a una pérdida de poder estadistico impidiendo evaluar el

impacto real de esta practica.

Para evitar un sesgo de informacion, todos los datos se recogieron a partir de la historia

clinica de los pacientes por el personal responsable de cada centro. A continuacion, toda
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la informacion fue recopilada en la base de datos y revisada por una tnica persona,

evitando sesgos en su interpretacion.

5.6. FORTALEZAS DEL ESTUDIO

Se trata de un estudio multicéntrico que incorpora centros con amplia experiencia en el

abordaje del alo-TPH.

El enfoque novedoso del estudio, que evalua un tema de actualidad, como es la resistencia
a los antibidticos por su problemadtica a nivel global, e incorpora el estudio de la

microbiota intestinal, un campo actualmente en auge.
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Conclusiones

La incidencia de colonizacion intestinal por EMR en receptores de alo-TPH fue
mayor de la esperada, siendo del 40,9%, con una prevalencia del 10,2% en el

pretrasplante y del 39,2% en el postrasplante.

Se observo una disminucion significativa de la diversidad de la microbiota intestinal
entre los 14 y 30 dias y hasta los 60 dias post-TPH, con recuperacion a los 100 dias
respecto al periodo pretrasplante. Esta recuperacion continu6 observandose al afio

postrasplante.

Las cepas de EMR aisladas con mayor frecuencia en los frotis rectales fueron E.
coli, E. cloacaey K. pneumoniae, con resistencia principalmente por BLEEs (CTX-
M) y carbapenemasas tipo GES. En la microbiota intestinal predominaron los filos

Firmicutes y Bacteroidota, y a nivel de género, Streptococcus 'y Blautia.

Los pacientes con colonizacidon intestinal por EMR presentaron una menor
diversidad alfa y menor abundancia de Blautia que los no colonizados, de forma
estadisticamente significativa, en el momento pretrasplante y durante el periodo de

neutropenia.

La incidencia de infeccion por EMR fue significativamente mayor en pacientes

colonizados frente a no colonizados.

No se detectaron diferencias en la diversidad alfa y beta de la microbiota intestinal
de los pacientes en funcion de si habian presentado un evento de EICH, pero si en
taxones concretos. La abundancia de Blautia fue significativamente menor en

aquellos pacientes con EICHa-GI de grado 2 o superior.

La profilaxis antibiotica utilizada no afect6 al estado de colonizacion intestinal por

EMR ni a la composicion ni la diversidad de la microbiota intestinal.

No se hallaron diferencias significativas en la supervivencia seglin la colonizacion
intestinal ni la diversidad de la microbiota. Sin embargo, la infeccién por EMR se
asocio con un mayor riesgo de mortalidad de forma estadisticamente significativa.
Asimismo, se identificaron taxones diferencialmente expresados entre los pacientes
fallecidos y los supervivientes. Encontrdndose en los primeros, una mayor
abundancia de posibles patogenos, como Enterococcus y Staphylococcus, y una

disminucién de Blautia.
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Conclusions:  Significant variations in the GM's taxonomic profiles and relative abundances post-HSCT,
particularly the decrease in Blautia and the increase in certain pathogens, are associated with poorer

clinical outcomes.

© 2025 The Author(s). Published by Elsevier Ltd on behalf of International Society for Infectious

Diseases. This is an open access article under the CC BY-NC-ND license
(http://creativecommons.orgflicenses/by-nc-nd/4.0/)

Introduction

Allogeneic hematopoietic stem cell transplantation (allo-HSCT)
is a well-established therapy for bone marrow diseases [1]. Infec-
tions, graft-versus-host disease (GVHD), and hematelogical malig-
nancy recurrence remain major causes of morbidity and mortality
post-transplant {post-HSCT).

Recent studies have highlighted the critical role of the gut mi-
crobiota (GM), a complex ecosystem essential for maintaining hu-
man health [2-4]. The GM can be altered by numerous factors,
such as diet, physical activity, and exposure to different treatments.
Notably, the Mediterranean Diet, prevalent in our region and char-
acterized by high fibre and unsaturated fat intake, has been shown
to significantly impact the composition of the gut microbiome [5].
However, the potential influence of local dietary habits, alongside
other regional factors, on the GM composition in allo-HSCT recip-
ients remains underexplored. It is uncertain whether these fac-
tors could modulate the microbiota differently compared to co-
horts from other geographic areas, where dietary and environmen-
tal conditions may vary.

On the other hand, during allo-HSCT, the gut microbiota under-
goes substantial changes, leading to dysbiosis—a loss of diversity.
This dysbiosis has been associated with an increased risk of sys-
temic infections [6-10], higher GVHD frequency [11], and increased
mortality [10,12,13]. Persistent dysbiosis during granulocyte recov-
ery predicts poor overall survival and disease relapse [13-15].

Therefore, it is particularly relevant to characterize the intesti-
nal microbiota in the context of allo-HSCT within our country to
better understand its impact on clinical outcomes. In this line, the
present study aimed to characterise GM composition and dynamics
during the first 100 days post-HSCT, analysing its association with
infectious episodes, GVHD, and mortality.

Methods
Study design and follow-up

A prospective cohort study was conducted between June 2017
and December 2021, including allo-HSCT recipients over 18 years.
It was performed in three Spanish teaching hospitals: University
Hospital Marqués de Valdecilla (HUMV) (coordinating centre), Uni-
versity Central Hospital of Asturias (HUCA), and University Hospital
of Salamanca (HUSAL). All patients provided informed consent.

Follow-up extended from hospital admission to one-year post-
HSCT or death. Stool samples were collected before allo-HSCT,
upon the patient’s admissien, and at days 14, 30, 60, and 100 post-
HSCT with a tolerance of &+ 3 days. All centres followed standard
recommendations [16], and samples were frozen at —80 °C until
DNA extraction at the coordinating centre,

Clinical data on patient demographics, transplant details, and
post-transplantation clinical course were collected at each visit.

Patient management protocols

Each centre employed its own antibiotic prophylaxis proto-
col. HUMV used none, while HUCA and HUSAL used quinolones
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(ciprofloxacin and levofloxacin, respectively) during the neu-
tropenic period. No formal dietary restrictions were applied,
though one centre recommended a low bacterial load diet avoiding
raw meat/fish, unpasteurised cheese, and sausages.

Samples selection criteria

For data analysis and sample processing, we included patients
with at least one pre-transplant sample and two collected during
post-HSCT follow-up. Patients who died within 30 days post-HSCT
were excluded unless at least one sample post-HSCT was available.

165 rRNA library preparation and sequencing

Stool sample DNA was extracted using the QIAamp PowerFecal
DNA Kit (Qiagen, Germany), quantified with a Qubit fluorometer
(Invitrogen) and stered at —20 °C until library preparation.

The V3-V4 region of the 165 rRNA gene was PCR-amplified
[17]. Sample multiplexing, library purification, and sequencing fol-
lowed the Illumina ‘165 Metagenomic Sequencing Library Prepa-
ration’ guide (San Diego, CA, USA) at the molecular biology and
microbiology laboratory of the Agricultural Technology Institute of
Castilla and Leén. Libraries were sequenced on an Illumina MiSeq
platform, providing 300-bp paired-end reads.

Bioinformatics and data analysis

Bioinformatics processing is detailed in the Supplementary Ma-
terial.

To investigate GM dynamics, distinct sample subsets were gen-
erated: (1) Longitudinal subset: samples from baseline and days
14, 30, 60, and 100 post-HSCT; (2) Baseline subset: only baseline
samples for initial microbiota composition; (3) Neutropenia sub-
set: samples collected from transplantation to day 17.67 post-HSCT
{(using the median number of days for 500 neutrophil recovery as
the cutoff point).

Across subsets, the inverse Simpson index was used to evalu-
ate the richness and evenness. The Bray-Curtis dissimilarity index
was used to evaluate compositional dissimilarity between micro-
bial communities, using genus-level relative abundances (filtered
at mean =0,001), Principal Coordinate Analysis (PCoA) was utilized
to plot beta diversity patterns in two dimensions, and data separa-
tion was assessed using a permutation test (adonis [18] or anosim
[19], based on beta dispersions). Linear discriminant analysis effect
size (LEfSe) [20] was used to identify microbial biomarkers differ-
entiating study groups.

Statisticel analysis

Continuous variables were summarised as median and in-
terquartile range (IQR) or mean + standard deviation (SD). Cate-
gorical variables were summarised as number of observations and
frequency. Normality was assessed using the Shapiro-Wilk test.
Variables not exhibiting normal distribution were analysed using
the Wilcoxon rank-sum test (two categorical levels) and Kruskal-
Wallis test (more than two categorical levels), with FDR—corrected
pairwise tests. Cumulative survival rates were estimated using
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the Kaplan-Meier method and compared with the log-rank test
(Mantel-Haenszel). For the multivariable analysis, a binomial gen-
eralised linear model, adjusted using AIC test with a step-backward
selection, was employed. All P-values were considered two-sided
with a significance level of 0.05. Statistical analyses were per-
formed using either STATA SE 16 [21] or R environment version
4.3.3 (2024-02-29 ucrt) [22].

Ethical considerations

All procedures were performed in accordance with current leg-
islation, Declaration of Helsinki principles and good clinical prac-
tice guidelines.

The study was approved by Clinical Research Ethics Commit-
tee of Cantabria (Ref: ENT-MFA-2016-01, ENTHERE-SCT; 2017.112,
MICROBIOMA-SCT; and NVAL21/17, MITAPH), as reference commit-
tee, and Clinical Ethics Committee of the participating centres.
Written informed consent was obtained from all patients for data
use and follow-up samples collection.

Results
Characteristics of the patients

A total of 95 patients and 409 stool samples were analysed
across the participating centres. The clinical and transplantation
characteristics of the patients are summarized in Table 1.

Taxonomtic profile of microbiota

A total of 519 faecal samples were collected from 107 allo-HSCT
patients. After excluding 12 patients due to insufficient samples or
bioinformatics issues, 409 samples from 95 patients were analysed.
First, we characterized the GM by calculating the mean relative
abundance of each taxon at the phylum and genus level across
the entire sample set. The 10 most abundant phyla and genera
were represented {Supplemental Figure $1), and we observed sig-
nificant changes over time (Figure 1). Focusing on Blautia abun-
dance, Figure 2 shows lower levels in patients with acute gastroin-
testinal GVHD (GI-GVHD) grade 2 or higher (mean £ SD = 0.132
+ 0.130 in non-acute GVHD, 0.108 + 0.112 in grade =2 GI-GVHD,
and 0.069 + 0.090 in grade =2 GI-GVHD, P = 0.009), bacteraemia
(0.131 + 0.121 in patients without bacteraemia vs 0.108 + 0.121 in
whose with, P = 0.014), and death (0.127 + 0.126 in survived pa-
tients vs 0.076 + 0.090 whose died, P = 0.001). A detailed analysis
of Blautia abundance across visits and according to clinical vari-
ables was included in the Supplementary Material.

To corroberate this association, a multivariable analysis adjusted
for age, sex, conditioning intensity, progenitor source, hematopoi-
etic cell transplantation-specific comorbidity index (HCT-CI) Score,
and prior antibiotic treatment was performed (details on antibiotic
exposure are presented in the Supplementary Material), The re-
sults remained significant after adjustment for both GI-GVHD (OR:
0.046; 95% CI: 0,003 to 0.508) and patient mortality (OR: 0.010;
95% CI: 0.000 to 0.234). Although statistical significance was not
reached for bacteraemia, the observed trend was maintained (OR:
0.448; 95% CI: 0.037 to 5.427) (Figure S2).

Alpha diversity analysis

Alpha diversity was assessed at each visit, revealing signifi-
cantly higher baseline diversity (mean + SD= 19.46 &+ 12.73) com-
pared to days 14 (8.69 + 6.78, P = 0.001), 30 (10.34 + 6.97,
P = 0.001), and 60 (13.64 + 8.48, P = 0.002). A recovery in di-
versity was observed by day 100 (mean + SD= 15.87 + 7.59,
P = 0.175) (Figure 3).
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Table 1

Clinical characteristics of the study population (N = 95).

Characteristic Patients, no. (%)
Sex.
Male 61 (64.21)
Female 34 (35.79)
Age at allo-HSCT {year)
Median 53.69
Range 18.09-82.50
HCT-CI score, median [IQR] 2[1-3]
EBMT score, mean = SD 3.64 £ 1.27
Underlaying Disease
Acute myeloid leukaemia 24 (25.26)
Acute lymphoid leukaemia 19 (20.00)
Myelodysplastic or myeloproliferative syndrome 15 (15.79)
Non-Hodgkin's lymphoma 10 (10.53)
Primary myelofibrosis 7(7.37)
Hodgkin's [ymphoma 5(5.26)
Plasma cell dyscrasias 4(4.21)
Chronic lymphocytic leukaemia 3 (3.16)
Chronic myeloid leukaemia 2(2.11)
Other 6(6.32)
Number of pre-treatment lines, median [IQR] 1[1-3]
Underlaying disease status
Complete response 45 (47.37)
Complete response with MRD+ 16 (16.84)
Partial response 13 (13.68)
Stable disease 15 (15.79)
Progression 6 (6.32)
Type of conditioning
Myeloablative 58 (61.05)
Non-myeloablative 37 (38.95)
Conditioning regimen
Flu/Bu 29 (30.53)
Flu/Mel 13 (13.68)
Flu/Cy/TBI 12 (12.63)
Cy/TBI 10 (10.53)
Flu/TBI 7(7.37)
Flu/Treo 6 (6.32)
Others 18 (18.95)
GVHD prophylaxis
CNI+MMF4Cy 32 (33.68)
CNI-+MTX 30 (31.58)
CNI+MME 20 (21.05)
Cy post 11 {(11.58)
Others 2(2.11)
Cell source
Bone marrow 40 (42.11)
Peripheral blood 55 (57.89)
Donor
HLA-1dentical 60 (63.16)
HLA Non-identical 6 (6.32)
HLA-Haploidentical 29 (30.53)
Antibiotic prophylaxis 11 {11.58)
Hospitalization (days), mean + SD 3045 + 1762
Acute GVHD 58 (61.05)
Gastrointestinal involvement 19 (32.76)
Chronic GVHD 37 (38.95)
Death (1 year after HSCT) 21 (22.11)
Main causes of death
GVHD 71(3333)
Disease recurrence 6 (28.57)
Infection 6 (28.57)
Follow-up of survivars (months)
Median 12.22
QR 7.10-12.25

Data are presented as no. (%) unless otherwise indicated.

Abbreviations: Bu, busulfan; CNI, calcineurin inhibitor; Cy, cyclophos-
phamide; EBMT, European group for blood and marrow transplantation;
Flu, fludarabine; GVHD, graft-versus-host disease; HCT-CI, hematopoietic cell
transplantation-specific comorbidity index; IQR, interquartile range; Mel,
melphalan; MMF, mycophenolate mofetil; MRD, minimal residual disease;
MTX, methotrexate; SD, standard deviation; TBL total body irradiation; Treo,

treosulfan.
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Fig. 1. Changes in the relative abundance of each taxon identified as most prevalent within de sample set, across visits. Relative abundance is plotted on a logarithmic scale
(log10). (A) Phylum level. {(B) Genus level. Differences in abundance between groups were assessed using Kruskal-Wallis test, followed by post-hoc comparisons using the
Wilcoxon rank-sum test with false discovery rate (FDR) correction. *Indicates significant differences between the two groups with a P-value «<0.05, **Indicates P-value <001,
“**Indicates P-value =0.001. NS, denotes non-significant differences in statistical analysis. The mean relative abundance of each taxon at the phylum and genus level was
calculated across the sample set. Subsequently, changes in the 10 most abundant phyla and genera were analysed per visit. Phyla Synergistota, Fusobacteriota, Desulfobacterota
and Firmicutes_C have not been included in the representation because they are found in very low proportion, Genera Escherichia and Akkermansia have not been included

because no significant differences in abundance were found during follow-up.

Across the 409 stool samples, no significant differences were
found in the overall alpha diversity between the samples from pa-
tients who experienced acute GVHD (aGVHD) (mean £ SD= 13.75
+ 9,65 vs 13.71 + 10.02), acute GI-GVHD (11.89 =+ 8.31 vs 13.71 +
10.02) or chronic GVHD (cGVHD) (13.72 + 8.59 vs 13.75 £ 10.52)
events and those who did not (P = 0.793, 0.271 and 0.324, respec-
tively), infection (13.78 £ 9.9 vs 12.46 £ 5.25, P = 0.997), bacter-
aemia (14.02 £ 11.08 vs 13.34 £ 762, P = 0.316), or transplant-
related variables such as cell source type (bone marrow: 13.12 +
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8.60 vs peripheral blood: 14.16 + 10.51, P = 0.685) or condition-
ing intensity (myeloablative: 14.29 + 10.49 vs non-myeloablative:
12.81 + 8.39, P = 0.352) during follow-up.

No significant difference was observed between samples from
patients with or without relapse (15.36 £ 10.59 vs 13.39 & 9.58,
P = 0.186). However, it was significantly lower in samples from pa-
tients who died during follow-up compared to those who survived
(11.74 £ 9.85 vs 14.19 £ 9.72, P = 0.008).
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Fig. 3. Alpha diversity analysis was calculated by visit using Inverse Simpson index.
Differences in alpha diversity of the GM between samples collected at each follow-
up visit and the baseline visit were assessed using the Kruskal-Wallis test, followed
by post-hoc comparisons using the Wilcoxon rank-sum test with false discovery rate
(FDR) correction, *Indicates significant differences between the two groups with a
P-value -=0.05. **Indicates P-value -=0.01. **“Indicates P-value -=0.001 NS, denotes
non-significant differences in statistical analysis.

Alpha diversity analysis in the baseline and neutropenia periods

For a more comprehensive analysis, samples collected at hase-
line and up to 17.67 days post-HSCT (a period characterized by
neutropenia) were selected to analyse alpha diversity and its re-
lationship with patient variables at these time points.

Baseline alpha diversity was significantly lower in patients with
prior infections (13.75 £ 8.68 vs 22.36 + 13.51, P = 0.002), prior
bacteraemia episode (11.87 £ 7.56 vs 20.88 £ 13.03, P = 0.008), or
had received prior antibiotic treatment (16.08 + 10.25 vs 22.91 +
1413, P = 0.018).

Overall survival was also examined in relation to diversity at
baseline and during the neutropenia period (see Supplementary
Text and Figure S3).

Beta diversity analysis

PCoA based on Bray-Curtis distances at the genus-level at base-
line visit showed no clustering by an episode of GI-GVHD, bac-
teraemia, or death (adonis test, P = 0.870, 0.483 and 0.159, re-
spectively). However, significant differences in beta diversity were
found between patients with and without prior antibiotic treat-
ment (P = 0.032) and between patients with low and high baseline
diversity (P = 0.001).

During the neutropenic period, significant differences were
found in samples from patients who experienced bacteraemia dur-
ing follow-up (P = 0.025) (Figure S4) and between those with low
versus high diversity during this peried (P = 0.001).

Differential abundance analysis

LEfSe analysis was performed to identify taxa that could serve
as differential markers between patients who died during follow-
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Fig. 4. LEfSe analysis identified 22 differentially abundant taxa berween deceased
(black bars, 1) and surviving patients {grey bars, 0).

up and those who survived (Figure 4). Using an LDA score of 2
and a P-value cutoff of 0.05, twenty-two markers were identified.
Taxa exhibiting the strongest signals, including Biautia, were se-
lected, and the relationship between their abundance and mor-
tality was assessed. Patients who died during the study follow-
up showed increased abundances of potential pathogens Enterococ-
cus_H (mean=0.015 vs 0.009, P = 0.026), Enterococcus_A (0.008 vs
0.001, P = 0.019), and Staphylococcus (0.027 vs 0.005, P = 0.009).
Similarly, Akkermansia abundance was alse higher in non-survivors
(0.054 vs 0.032, P = 0.017). Conversely, survivors showed a signif-
icantly higher abundance of Gemmiger (0.028 vs 0.017, P < 0.001)
(Figure 5).

Further analyses explored the association of these taxa with
clinical outcomes, specifically GI-GVHD and bacteraemia episodes
(Figure 2 and Supplemental text and Figure S5).

Discussion

We report the results of a multicentre study that longitudi-
nally profiled the GM of patients undergoing allo-HSCT for various
hematological diseases. To our knowledge, this is the first Span-
ish study to comprehensively profile GM dynamics in this patient
population,
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Mediterranean diet, rich in vegetables, fruits, legumes, cereals,
fish, and healthy fats like olive oil, has been shown to have nu-
merous health benefits. Its impact on the GM is an active area
of research. A recent study by Latorre-Pérez et al. [5] character-
ized the GM of 530 individuals in Spain, aiming to define a ‘nor-
mal’ GM for our country. At the phylum level, Firmicutes and Bac-
teroidota were predominant, followed by Proteobacteria, Verrucomi-
crobiota, and Actinobacteriota, which is consistent with the tax-
onomic profile of the GM described by Rajilié-Stojanovic and M
de Vos [23]. At the genus level, Bacteroides was the dominant
genus.

Analysis of baseline characteristics in our study population re-
vealed a common taxonomic composition among study patients,
regardless of their centre of origin, which differed from that de-
scribed by Latorre-Pérez et al, [5], even before transplantation, Our
patients exhibited low diversity, as measured by the number of
identified taxa, which decreased further during the first 30 days
post-HSCT. These changes included shifts in the relative abundance
of dominant taxa and alterations in alpha diversity as measured by
the inverse Simpson index. At the phylum level, the baseline com-
position was dominated by Firmicutes, followed by Bacteroidota,
Actinobacteriota, Proteobacteria and Verrucomicrobiota; while at the
genus level, Blautia was the dominant taxon, followed by Strepto-
coccus, with Bifidobacterium and Bacteroides being less abundant.
Throughout the study, the overall GM composition was dominated
by the genus Streptococcus, indicating dynamic alterations in GM
taxonomic profiles and alpha diversity. A statistically significant in-
crease in the relative abundance of the Bacilli class, dominated by
the Streptococcus and Enterococcus genera, was observed. This shift
was particularly evident during the neutropenic period, up to 30
days post-HSCT, and led to a significant reduction in alpha diver-
sity compared to pre-transplant levels refers in previous studies
such as Peled et al. [13] and Masetti et al. [24], and a decrease in
the abundance of certain taxa associated with better clinical out-
comes, such as the genus Blautia.

QOur results were similar to those of Peled et al. [13], who de-
scribed a common GM composition in these patients, regardless of
the centre of origin, and noted that it differed significantly from
the composition found in healthy individuals. Additionally, this al-
teration was associated with a significant decrease in the abun-
dance of the Blautie genus, which has been linked to the devel-
opment of aGVHD, also described in other studies [11,24]. We ob-
served that patients with characteristics indicative of a poorer out-
comes, such as bacteraemia, GI-GVHD, or eventual death, had a

Gemmiger A_73128 Akkermansia Staphylococcys
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Fig. 5. Differential abundance of each taxa according to mortality. Taxa exhibiting the strongest signals in LEfSe analysis of Fig. 4 were selected. Relative abundance is plotted
on a logarithmic scale (log10). Differences in abundance between groups were assessed using the Wilcoxon rank-sum test. “Indicates significant differences between the two
groups with a P-value <0.05. **Indicates P-value <0.01. ***Indicates P-value <0.001. NS, denotes non-significant differences in statistical analysis.

196



Anexos

C. Gonzdlez-Rico, M. Herndndez, j. Rodriguez-Grande et al.

lower abundance of the Biautie genus compared to those with bet-
ter outcomes.

These findings suggest that the microbiota composition in these
patients may be primarily influenced by their underlying disease
and associated treatments, independent of geographic region and
dietary variations.

Regarding alpha diversity, no significant associations were ob-
served between overall alpha diversity and patient factors associ-
ated with poor prognosis, including aGVHD or ¢GVHD, infections,
or bacteraemia episodes during follow-up, despite these factors
being linked to a low alpha diversity in previous studies [14,25].
However, it is important to note that patients who died during
follow-up exhibited significantly lower overall alpha diversity com-
pared to those who survived,

A history of pre-transplant infection, bacteraemia, or prior an-
tibiotic treatment were significantly associated with decreased CM
diversity. Previous studies consistently linked reduced microbiota
diversity to impaired overall survival [10,12,13], a finding repli-
cated in our study. To evaluate the impact of baseline and neu-
tropenia period microbiota diversity on overall survival, patients
were stratified based on these metrics. Although not statistically
significant, a trend towards lower one-year survival was observed
in patients with lower diversity in both periods compared to
those with higher diversity, as previously reported by Masetti
et al. [24].

PCoA analysis based on genus-level relative abundances did not
reveal a distinct clustering of patient samples according to the
aforementioned characteristics. Biagi et al. [11] reported similar
findings regarding the development or absence of GVHD, which
they associated with the presence and abundance of specific taxa.
Although we did not identify distinct clusters based on character-
istics associated with worse outcomes, our analysis revealed signif-
icant clustering between samples from patients with and without
prior antibiotic exposure and between those with high and low di-
versity at both baseline and neutropenia period. These findings are
related to the data previously presented and seem to indicate that
there are significant changes in the taxenomic profiles of the in-
testinal microbiota of our patients.

Analysis of the taxa exhibiting the strongest signal in the LEfSe
analysis revealed that deceased patients presented a higher abun-
dance of potentially pathogenic genera such as Enterococcus and
Staphylococcus, consistent with findings reported in the literature
[9,14,26].

To our knowledge, this is the first study of its kind conducted
in Spain. We observed significant variations in the taxonomic pro-
files and relative abundances of the GM throughout follow-up.
The decreased abundance of the genus Blautia was notably asso-
ciated with poorer clinical outcomes. These findings highlight the
potential impact of GM dysbiosis on patient outcomes following
transplantation. Further research is warranted to elucidate the spe-
cific mechanisms underlying these associations and to develop tar-
geted interventions te modulate the microbiota and improve pa-
tient prognosis.

Limitations

This multicentre study has inherent limitations due to possible
variations in patient management protocols in the different partic-
ipating hospitals. Nevertheless, allo-HSCT usually follows the rec-
ommendations established for treatment and follow-up by national
and international scientific societies.

Another limitation of the study is related to sample loss during
follow-up, either due to patient death or sample collection fail-
ures. This fact may have led to a loss of statistical power, failing
to achieve significant values in some of the analyses performed,
such as survival curves. Although a trend towards greater survival
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can be observed in patients with higher GM diversity, this did not
reach statistical significance.
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dacion Instituto de |

COMITE.ETICO DE INVESTIGACION
CLINICA DE CANTABRIA
IDIVAL

T. CONCEPCION SOLANAS GUERRERO, Secretario/a del COMITE ETICO DE
INVESTIGACION CLINICA DE CANTABRIA

CERTIFICA
Que este Comité ha evaluado la propuesta del Promotor del estudio:

TITULO: Impacto de la colonizacién intestinal por enterobacterias
multirresistentes en las infecciones sistémicas, enfermedad de injerto contra
huésped (EICH) y mortalidad de pacientes receptores de trasplante alogénico
de médula ésea.

CODIGO DE PROTOCOLO: ENT-MFA-2016-01 (ENTHERE-SCT)
TIPO DE ESTUDIO: EPA Seguimiento Prospectivo AS. (EPA-AS)

PROMOTOR: DRA. M3 CARMEN FARINAS ALVAREZ
y considera que:

- Se cumplen los requisitos necesarios de idoneidad del protocolo en
relacion con los objetivos del estudio y estdn justificados los riesgos y
molestias previsibles para el sujeto, teniendo en cuenta los beneficios
esperados.

- Es adecuado el procedimiento para obtener el consentimiento informado.

- La capacidad del investigador y sus colaboradores, y las instalaciones y
medios disponibles, tal y como ha sido informado, son apropiados para
llevar a cabo el estudio.

Este CEIC, emite un informe FAVORABLE para que dicho estudio sea realizado en el
HOSPITAL UNIVERSITARIO MARQUES DE VALDECILLA, actuando como
investigador principal el Dr./Dra. MARIA DEL CARMEN FARINAS ALVAREZ.
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Secretario:
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H - AGUSTIN OTERINO DURAN (M. Neurélogo)
3 - MARIA CINTA ALMENARA MIRAMON (M. Farmacélogo Clinico)
- MARIA ALEXANDRA GUALDRON ROMERO (Enfermera)
g - DIETER JOSE MORALES GARC{A (Cirujano)
2 - CECILIA BECEDONIZ DE LA SIERRA (Licenciada en Derecho)

Como queda reflejado en el Acta: 17/2016.

T. CONCEPCION SOLANAS GUERR!
Secretario/a del CEIC

Edificio IDIVAL, 3" Planta e Avenida Cardenal Herrera Oria s/n « 39011 SANTANDER (Cantabria)
Tifno: 942 315 515 e Fax: 942 315 517 « www.idival.org « e-mails: eclinicos3@idival.org y eclinicos4@idival.org
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COMITE ETICO DE INVESTIGACION

X CLINICA DE CANTABRIA
@ IDIVAL

T. CONCEPCION SOLANAS GUERRERO, Secretario/a del COMITE ETICO DE
INVESTIGACION CLINICA DE CANTABRIA

CERTIFICA
Que este Comité ha evaluado la propuesta del Investigador Principal del estudio:

TITULO: Estudio del Microbioma Intestinal, su composicion, variaciones, e
implicacién en el desarrollo de infecciones y enfermedad injerto contra huésped
en pacientes receptores de trasplante alogénico de progenitores
hematopoyéticos.

TIPO DE ESTUDIO: Proyecto de Investigacion (Cédigo interno: 2017.112)
y considera que:

- Se cumplen los requisitos necesarios de idoneidad del protocolo en
relacion con los objetivos del estudio y estan justificados los riesgos y
molestias previsibles para el sujeto, teniendo en cuenta los beneficios
esperados.

- Es adecuado el procedimiento para obtener el consentimiento informado.

- La capacidad del investigador y sus colaboradores, y las instalaciones y

medios disponibles, tal y como ha sido informado, son apropiados para
llevar a cabo el estudio.

Este CEIC, emite un informe FAVORABLE para que dicho Estudio sea realizado en el
HOSPITAL UNIVERSITARIO MARQUES DE VALDECILLA, actuando como
investigador principal la Dra. MARIA DEL CARMEN FARINAS ALVAREZ.

Como queda reflejado en el Acta: 8/2017.

T. CONCEPCION
Secretario,

Edificio IDIVAL, 3° Planta e Avenida Cardenal Herrera Oria s/n » 39011 SANTANDER (Cantabria)
Tifno: 942 315 515 e Fax: 942 315 517 » www.idival.org e e-mails: eclinicos3@idival.org y eclinicos4@idival.org
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Va]dCCI"a Cantabria...
525 IDIVAL o |

Lebaniego

T. CONCEPCION SOLANAS GUERRERO, Secretaria del COMITE DE ETICA DE LA
INVESTIGACION CON MEDICAMENTOS Y PRODUCTOS SANITARIOS DE
CANTABRIA

CERTIFICA

Que este Comité ha evaluado la propuesta de las Investigadoras Principales del
estudio:

TITULO: Composicion del microbioma intestinal y su implicacién en el desarrollo
de infecciones y enfermedad de injerto contra huésped en pacientes receptores
de trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos. Estudio MITAPH

TIPO DE ESTUDIO: Proyecto de Investigacion (Codigo interno: NVAL21/17)

y considera que:

- Se cumplen los requisitos necesarios de idoneidad del protocolo en relacion
con los objetivos del estudio y estan justificados los riesgos y molestias
pravisibles para &l sujeto, teniendo en cuenta los beneficios espearados.

- Es adecuado el procedimiento para obtener el consentimiento informado.

- La capacidad del investigador y sus colaboradores, y las instalaciones vy
medios disponibles, tal y como ha sido infermado, son apropiados para
llevar a cabo el estudio.

Este CEIm, emite un informe FAVORABLE para que dicho Estudio sea realizado en el
HOSPITAL UNIVERSITARIO MARQUES DE VALDECILLA, actuando como
investigadoras principales la Dra. CLAUDIA GONZALEZ RICO y la Dra. MARIA DEL
CARMEN FARINAS ALVAREZ.

Como queda reflejado en el Acta: 9/2021 de 14 de mayo de 2021.

Lo que firmo en Santander, a 18 de mayo de 2021

SOLANAS GUERRERO Loy mniae chiomente Pr

TOMASA TOMASA CONCEPCION -
COMNCEPCION - ;6?"2‘!-801132»:1' -

acha: 5.
16788024 13:10:33 +02'00°

T. CONCEPCION SOLANAS GUERRERO
Secretaria del CEIm

Av.Cardenal Herrera Orias/n | www.idival.org Fundacian Instituto de Investigacion Margues de Valdecilla
39011 Santander - Espana Tel. 434 942 315515 CIF: G 39788773
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ANEXO I'V: MODELO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

HIP y Cl: ENTHERE-SCT v2.0de 17 de Marzo de 2017
HOJA DE INFORMACION AL PACIENTE Y CONSENTIMIENTO INFORMADO

Titulo del estudio: Impacto de la colonizacién intestinal por enterobacterias multirresistentes en las
infecciones sistémicas, EICH y mortalidad de pacientes receptores de trasplante alogénico de médula
dsea.

INFORMACION

Nuestro hospital esta participando en un estudio multicéntrico y prospectivo que pretende obtener informacién sobre
colonizacion por bacilos gramnegativos, las infecciones precoces y los factores de riesgo y prondsticos en pacientes
que reciben un trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos, que consideramos serad de utilidad para un
mejor conocimiento y manejo de las infecciones y su prondstico. Para ello, simplemente necesitamos recoger datos de
la historia clinica y una serie de frotis rectales: un frotis rectal antes del trasplante y unos frotis de seguimiento al dia
+7, +14, +21, +30, +45, +60, +75, +90, +100, +120, +150, +180 postrasplante. Todos los datos que se recojan seran
tratados con abseoluta confidencialidad y sélo seran usados para el estudio por el equipo investigador, segin la Ley
Orgédnica 15/99 de Proteccién de Datos de Caricter Personal, mediante un cddigo de registro y hospital. Su
consentimiento no supone modificacidn alguna en los cuidados, pruebas diagnésticas o tratamiento gue el personal
de enfermeria y su médico consideren apropiado aconsejarle o proporcionarle. El estudio ha sido aprobado por el
Comité Etico de este hospital. Si necesita mas informacidn sobre este estudio puede contactar con el investigador
respONSaDIE, €1/12 DIF./DIE. co.coui ceveeerer e iseensesssas et ieeess s marass sas s sasess sassnsssssss s sessusmss sesmsmses =] TSRS

A continuacidn, le solicitamos su consentimiento para recoger los datos necesarios para el estudio.
CONSENTIMIENTO INFORMADO

Y0, DON/DOMAG worvvrrrnssresssmrrssssersssssrmsssssrssssssmsssesssssssssssssssrsssssssnnsssrssssmnnnnenenennsy €0 Calidad de paciente / familiar / tutor
del paciente (sefidlese lo que proceda), habiendo sido informado por el Dr./Dra. . ... sobre el
estudio arriba mencionado, acepto que se recojan 13 frotis rectales asi como los datos de la historia clinica necesarios
para la realizacion de dicho estudio. Entiende gque mi consentimiento es veluntario y que puedo retirarlo en cualquier
momento, cuando lo desee, sin tener que dar explicaciones y sin que esta decisidn repercuta en mis cuidados
médicos.

Entiendo que mis datos entrardn en una base de datos donde se usarda mi nombre y un cddigo numérico. Toda la
informacién relativa al estudio es confidencial teniendo Gnicamente acceso a la misma el personal investigador del
proyecto. Mi identidad se mantendra en el anonimato mediante la codificacion de mis datos y ningin dato de caracter
personal saldra del centro. Cada equipo investigador participante tendra un archivo que correlacione la identidad de
los sujetos incluidos con el codigo de identificacion asignado en el estudio y una base de datos independiente donde
se registraran los datos de los pacientes reclutados con el cédigo de identificacidn asignado.

Entiendo que las muestras tomadas como parte del estudio serdn procesadas y almacenadas en el Servicio de
Microbiologia local (del hospital en el que ingreso) y posteriormente seran enviadas al centro coordinador del estudio

(Hospital Universitario Margués de Valdecilla) para continuar con los andlisis del estudio.

Asi mismo autorizo al investigador a que revele la informacién necesaria recogida en el estudio para que pueda ser
procesada y difundida a la comunidad cientifica, sin que en ningdn momento sea revelada miidentidad.

Entiendo gue puede gue yo no me beneficie directamente de este estudio y que tengo derecho a recibir o no
informacién sobre los resultados de este estudio.

He leido este impreso, he recibido una copia del mismo y entiendo y estoy de acuerde con la informacién del mismo.

Firmado:
Paciente: Investigador:
Fecha: Fecha:
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HIP y CI: MICROBIOMA-5CT v1.0 de 11 de Abril de 2017

HOJA DE INFORMACION AL PACIENTE Y CONSENTIMIENTO INFORMADO

Titulo del estudio: Estudio del Microbioma Intestinal, su composicién, variaciones, e implicacién
en el desarrollo de infecciones y enfermedad injerto contra huésped en pacientes receptores de
trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos.

INFORMACION

Nuestro hospital estd participando en un estudio multicéntrico y prospectivo que pretende obtener
informacién sobre la composicién del microbioma intestinal, el desarrollo de infecciones y enfermedad
injerto contra huésped en pacientes que reciben un trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos,
que consideramos serd de utilidad para un mejor conocimiento y manejo de las infecciones y su prondstico.

La microbiota intestinal es el conjunto de todos los microbios localizados en el tracto intestinal humano. La
gran mayoria de estas bacterias no son dafiinas para la salud y muchas son beneficiosas, siendo un factor
importante para el estado de salud del organismo. Hoy en dia es un ambito de muchas investigaciones y
varias publicaciones han puesto de manifiesto su implicacién en el desarrollo de infecciones sistémicas y
desarrollo de enfermedad injerto contra huésped, la importancia de la diversidad en su composicién en el
éxito o el fracaso del trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos y la posible relacion con la
colonizacién por microbios patogenos cuando su composicién se ve alterada. Por ello pensamos que la
caracterizacién del microbioma intestinal en el momento previo al trasplante y a lo largo del seguimiento
postrasplante permitird un mayor conocimiento de su implicacién en la evolucién de los pacientes
sometidos a un trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos y el disefio de nuevos abordajes
terapéuticos.

Para ello, simplemente necesitamos recoger datos de la historia clinica y una serie de muestras de heces:
una muestra de heces antes del trasplante y unas de seguimiento al dia +14, +30, +60, +100 postrasplante.
Estas muestras serdn enviadas al centro coordinador del estudio (el Hospital Universitario Marqués de
Valdecilla en Santander) donde se procedera a la obtencidon del material genético y la secuenciacion de los
microbios presentes en las heces para su identificacién y asi conocer la composicién de la microbiota
intestinal a los diferentes tiempos marcados y ver como varia ésta al emplear distintas pautas de profilaxis
antibidtica.

Todos los datos que se recojan serdn tratados con absoluta confidencialidad y sélo serdn usados para el
estudio por el equipo investigador, segin la Ley Organica 3/2018, de 5 de diciembre, de Proteccion de
Datos Personales y garantia de los derechos digitales (BOE-A-2018-16673), mediante un cédigo de registro
y hospital. Su consentimiento no supone modificacion alguna en los cuidados, pruebas diagnésticas o
tratamiento que el personal de enfermeria y su médico consideren apropiado aconsejarle o proporcionarle.
El estudio ha sido aprobado por el Comité Etico de este hospital. Si necesita mas informacién sobre este
estudio puede contactar con el investigador responsable, el/la Dr/a. ... ,
Tel

A continuacion, le solicitamos su consentimiento para recoger los datos necesarios para el estudio.
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CONSENTIMIENTO INFORMADO

Yo, Don/Dofia ..ccceeveennne e e a e a——e e mraeane e cevereenns, €N calidad de paciente /
familiar / tutor del pauente (seﬁélese lo que proceda), hablendo sido informado por el Dr./Dra.

.. sobre el estudio arriba mencionado, acepto que se recojan 5 muestras de heces asi
como Ios datos de Ia historia clinica necesarios para la realizacion de dicho estudio. Entiendo que mi
consentimiento es voluntario y que puedo retirarlo en cualquier momento, cuando lo desee, sin tener que
dar explicaciones y sin que esta decisién repercuta en mis cuidados médicos.

Entiendo que mis datos entraran en una base de datos donde se usard mi nombre y un cédigo numérico.
Toda la informacion relativa al estudio es confidencial teniendo tnicamente acceso a la misma el personal
investigador del proyecto. Mi identidad se mantendrd en el anonimato mediante la codificacion de mis
datos y ningtin dato de caracter personal saldré del centro. Cada equipo investigador participante tendra
un archivo que correlacione la identidad de los sujetos incluidos con el cédigo de identificaciéon asignado en
el estudio y una base de datos independiente donde se registraran los datos de los pacientes reclutados
con el codigo de identificacion asignado.

Entiendo que las muestras tomadas como parte del estudio serdn procesadas y almacenadas en el Servicio
de Microbiologia local (del hospital en el que ingreso) y posteriormente serdn enviadas al centro
coordinador del estudio (Hospital Universitario Marqués de Valdecilla) para continuar con los anélisis del
estudio.

Asi mismo autorizo al investigador a que revele la informacion necesaria recogida en el estudio para que
pueda ser procesada y difundida a la comunidad cientifica, sin que en ningiin momento sea revelada mi
identidad.

Entiendo que puede que yo no me beneficie directamente de este estudio y que tengo derecho a recibir o
no informacion sobre los resultados de este estudio.

He leido este impreso, he recibido una copia del mismo y entiendo y estoy de acuerdo con la informacion
del mismo.

Firmado:

Paciente: Investigador:

Fecha: Fecha:

REVOCACION

Yo, Don/Dofia . . revvenieannney, €N calidad de paciente [

familiar / tutor del paaente (senalese Io que proceda) revoco eI consentimiento prestado en fecha
.. para este estudio.

En Santandera........ de e de 200

Fdo: Paciente o representante legal Fdo: Investigador
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HIP y CI: MITAPH Version 1.0. de 15 de Marzo de 2021

HOJA DE INFORMACION AL PACIENTE Y CONSENTIMIENTOS INFORMADOS
CONSENTIMIENTO INFORMADO

Titulo del estudio: Composicién del microbioma intestinal y su implicacién en el desarrollo de infecciones
y enfermedad de injerto contra huésped en pacientes receptores de trasplante alogénico de progenitores
hematopoyéticos. Estudio MITAPH.

INFORMACION

Como ya sabe, nuestro hospital esta participando en un estudio multicéntrico y prospectivo que pretende obtener
informacion sobre la composicion del microbioma intestinal, el desarrollo de infecciones y enfermedad injerto contra
huésped en pacientes que reciben un trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos, que consideramos serd
de utilidad para un mejor conocimiento y manejo de las infecciones y su pronéstico. Usted ha aceptado participar en
el estudio ENTHERE-SCT y MICROBIOMA-SCT previamente y se le han recogido o estan recogiendo muestras de heces
y frotis rectales antes del trasplante y hasta los 100 dias (heces) y 180 dias (frotis rectales) postrasplante.
Consideramos que este estudio debe ampliarse no sdlo a estos dias sino hasta el primer afio después del trasplante,
cuando la inmunosupresién es menor, ya que podria haber una recuperacién de la microbiota siendo similar a la de
antes del trasplante. Esto nos ayudaria a conocer su implicacién en la evolucién de los pacientes con Alo-TPH vy al
disefio de nuevos abordajes terapéuticos como estrategias de mantenimiento del microbioma.

Para ello, simplemente necesitamos emplear los datos y las muestras ya recogidas en el estudio ENTHERE-SCT vy
MICROBIOMA-SCT v recoger datos de la historia clinica y una serie de muestras de heces y frotis rectales adicionales:
al mes +6, +9 y +12 postrasplante, que recogera en su domicilio como ya ha hecho previamente. Todos los datos que
se recojan seran tratados con absoluta confidencialidad y sélo serédn usados para el estudio por el equipo investigador,
seglin la Ley Organica 3/2018 de 5 de diciembre de proteccion de datos personales y garantia de los derechos
digitales, mediante un cddigo de registro y hospital. Su consentimiento no supone modificacion alguna en los
cuidados, pruebas diagndsticas o tratamiento que el personal de enfermeria y su médico consideren apropiado
aconsejarle o proporcionarle. El estudio ha sido aprobado por el Comité Etico de este hospital. Si necesita mas
informacion sobre este estudio puede contactar con el investigador responsable en su centro, el/la Dr./Dra.
e Tl e

Para informacién adicional puede ponerse en contacto con el coordinador general del estudio:
Claudia Gonzalez Rico y la Dra. M. Carmen Farifias Alvarez
Servicio de Enfermedades Infecciosas
Hospital Universitario Marqués de Valdecilla, Santander.
Telf. 942 31 55 43

A continuacion, le solicitamos su consentimiento para recoger los datos necesarios para el estudio.

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Yo, Don/Dofia ............. , en calidad de paciente / familiar / tutor
del paciente (senalese Io que proceda}, hablendo 5|do |nformado por eI Dr /Dra rrreennnenen. 50bIE €l
estudio arriba mencionado, acepto que se empleen las muestras ya recogidas y se recojan Ias muestras adicionales
mas arriba especificadas, asi como los datos de la historia clinica necesarios para la realizacién de dicho estudio.
Entiendo que mi consentimiento es voluntario y que puedo retirarlo en cualquier momento, cuando lo desee, sin
tener que dar explicaciones y sin que esta decisién repercuta en mis cuidados médicos.

Entiendo que mis datos entraran en una base de datos donde se usara mi nombre y un cddigo numérico. Toda la
informacion relativa al estudio es confidencial teniendo unicamente acceso a la misma el personal investigador del
proyecto. Miidentidad se mantendré en el anonimato mediante la codificacién de mis datos y ningln dato de cardcter
personal saldrd del centro. Cada equipo investigador participante tendrd un archivo que correlacione la identidad de
los sujetos incluidos con el codigo de identificacién asignado en el estudio y una base de datos independiente donde
se registraran los datos de los pacientes reclutados con el codigo de identificacion asignado.
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Entiendo que las muestras tomadas como parte del estudio serdn procesadas y almacenadas en el Servicio de
Microbiologia local (del hospital en el que ingreso) y posteriormente seran enviadas al centro coordinador del estudio
(Hospital Universitario Marqués de Valdecilla) para continuar con los anélisis del estudio.

Asi mismo autorizo al investigador & que revele la informacion necesaria recogida en el estudio para que pueda ser
procesada y difundida a la comunidad cientifica, sin que en ningin momento sea revelada mi identidad.

Entiendo que puede que yo no me beneficie directamente de este estudio y que tengo derecho a recibir o no
informacién sobre los resultados de este estudio.

He leido este impreso, he recibido una copia del mismo y entiendo y estoy de acuerdo con la informacién del mismo.

Firmado:
PACIENTE frrie v cersrre s e s s s INVESTIZATON terierire e s e er s s sre s saran nnes
Fecha: .. Fecha:

REVOCACION
Y0, Don/Dofia e, €N Calidad de paciente /
familiar / tutor del paciente (sefidlese lo que proceda), revoco el consentimiento prestado en fecha

reeereeen. para este estudio.

En Santander a........ deweiiecneennde 200

Fdo: Paciente o representante legal Fdo: Investigador
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ANEXO V: DOCUMENTO DE INSTRUCCIONES ENTREGADO A PACIENTES

MICROBIOMA-SCT

Titulo del estudio:

Instrucciones Recogida Muestras

INSTRUCCIONES RECOGIDA DE MUESTRAS DE HECES

Estudio del Microbioma Intestinal, su composicion, variaciones, e implicacion en

el desarrollo de infecciones y enfermedad injerto contra huésped en pacientes
receptores de trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos.

Codigo del protocolo: Estudio MICROBIOMA-SCT.

Investigador Principal:

Santander

Dra. M2 Carmen Farifias Alvarez, Hospital Universitario Marqués de Valdecilla,

Este kit contiene:

Hoja de Instrucciones

Bote estéril con espdtula para recogida de heces
Bolsa de plastico con cierre hermético

Guantes

Hoja de Volante para identificar la muestra

Se le entregara un kit al alta hospitalaria y en cada consulta con su médico del Servicio de Hematologia para
la recogida de las muestras correspondientes: dia 14, 30, 60 y 100 postrasplante.

Para recoger la muestra siga las siguientes indicaciones:

1.

Recoja la muestra el dia antes de su consulta en el Hospital.

Para recoger la muestra de heces, antes de usar al bafio, levante la
tapa del inodoro y coloque un pedazo de film transparente sobre
la taza que cubra la superficie del inodoro (tal y como se indica en
laimagen). Si es necesario asegtrelo con cinta adhesiva para evitar
que la muestra caiga en el inodoro.

Haga una depresion en la envoltura de plastico para facilitar la
recoleccién de la muestra. Baje la tapa del inodoro y proceda a la
expulsion de heces (muestra de heces). NO expulse la muestra en
el inodoro.

Evite contaminar las heces con orina.

De la forma mas aséptica posible (guantes), recoja con la espatula
que contiene el bote estéril dos cucharadas de heces (tamario de
una nuez) de la zona que NO esté en contacto con el plastico y
paselas al bote.

Cierre el bote, compruebe que estd correctamente cerrado y
métalo en la bolsa de plastico con cierre hermético.

Almacene la muestra en el congelador (a -202C) antes de que
transcurran 15 minutos tras la defecacion.

Mantenga la muestra en el congelador un minimo de 8 horas.

Al dia siguiente, dia de la consulta, saque la muestra del
congelador y entréguesela a su médico cuando llegue a la consulta.

10. Apunte en el volante la fecha y hora de recogida de la muestra.

Version 1.0. de 11 de Abril de 2017 1
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ANEXO VI: COMUNICACIONES A CONGRESOS

e  Comunicacion tipo poster presentada en el XXIII Congreso Nacional de la SEIMC
en mayo de 2019 en Madrid.

Y XX
CONGRESO
NACIONAL

SOCIEDAD ESPAROLA DE
ENFERMEDADES INFECCIOSAS
¥ MICROBIOLOGIA CLINICA

www.seimc2018.0r9

Valdecilla
weies IDIVAL

@Valdecﬂla

#23ConqresnSEIMC

Codigo: 0963 |

COLONIZACION INTESTINAL POR ENTEROBACTERIAS MULTIRRESISTENTES EN
PACIENTES CON TRASPLANTE ALOGENICO DE PROGENITORES HEMATOPOYETICOS.
Estupio ENTHERE-SCT (PI16/01415).

Claudia Gonzélez-Rico!, Marta Femandez-Martinez!, Arancha Bermudez Rodriguez!, Lourdes Vazquez Lopez?, Inmaculada Garcia
Garcia?, Irene Gracia-Ahufinger®, Estefania Garcia-Torres®, Guillermo Maestro De La Calle*, Helena Lorenzo Juanes?, Concepcion
Farifias Alvarez!, José Maria Aguado Garcia*, Luis Martinez-Martinez® M. Carmen Farifias?.

e-mail: claudia.gonzalez@scsalud.es \

THospital Universitario Marqués de Valdecilla, Santander. 2Hospital Universitario de Salamanca, Salamanca. 3Hospital Universitario Reina
Sofia, Cordoba. *Hospital Universitario 12 de Octubre, Madrid.

| Las complicaciones infecciosas en pacientes con

| trasplante alogénico de progenitares
. hematopoyéticos  (TPH) contindan  siendo
responsables de la mayor pare de los

| fallecimientos. Actualmente esta en discusion si
| la colonizacion intestinal por enterobacterias
| multirresistentes (EMR) es un factor de riesgo
| para el desarrollo de infecciones sistémicas,
| especialmente durante el periodo de neutropenia.

| Estudio de cohortes prospectivo de pacientes con
' TPH en 4 hospitales espaioles de tercer nivel
| incluidos entre mayo de 2017 y agosto de 2018
'Se tomd un frotis rectal pretrasplante,
| semanalmente hasta el dia 30 postrasplante,
| quincenal hasta el dia 100 y mensual hasta el dia
1180 postrasplante. Se recogieron los datos
| clinicos y microbiolégicos durante el seguimiento
| de los pacientes.

| Se incluyeron un total de 61 pacientes (30 del
| Hospital Universitanio Marques de Valdecilla de
|Santander, 16 del Hospital Universitario de
| Salamanca, 13 del Hospital Universitario Reina
| Sofia de Cordoba y 2 del Hospital 12 de Octubre
| de Madrid), de los cuales 27 (44,3%) presentaron
| colonizacion por EMR en algin momento del
| seguimiento, 2 (3,3%) de ellos en el momento
pretrasplante. Las caracteristicas de la poblacion

| El objetive de este estudio ha sido estudiar

posibles factores de riesgo de colonizacion
| intestinal y su implicacién en el desarrollo de
| infecciones.

Figura 1. Colonizaciéon en pacientes con TPH

mHombres = Mujeres

1. La colonizacion intestinal por EMR en pacientes con
' TPH fue mas frecuente en el postrasplante que en el
| pretrasplante.

| 2. Las infecciones previas al tfrasplante y el desarrollo de
(toxicidad digestiva es mas frecuente en los pacientes
| colonizados por EMR que en aquellos que no presentan
| colonizacion.

| 3. La estancia hospitalaria en los 6 meses previos al TPH
| parece estar relacionada con una mayor colonizacion.

4. No se objetivaron diferencias significativas en el nimero
- de episodios de infeccion ni en el numero de episodios de
- EICH agudo o crénico entre ambos grupos.

Financiacion:

Financiado por el Plan Estatal de Investigacion Cientifica y Tecnica y de
Innovacion 2013-2016 y el Inshhm) de Salud Carlos Il Subd\rewon General de
Redes y Centros de 1 Co de Ciencia,
Innovacion y Universidades, Red Espafiola de Inveshgﬁl:mn en Patnlngla
Infecciosa (REIP1 RD"G’DD“GI[I[IU? RD16/0016/0008; RD1G|’UU?G’UDGZ}
cofinanciadas por el Fondo Europeo de Desarrollo Regional “Una manera de
hacer Europa”, Programa Operativo Crecimiento Inteligente 2014-2020.

| de estudio se muestran en la Figura 1y Tabla 1.

Tabla 1. Caracteristicas de la poblacién de estudio.
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Pacientes No Pacientes
Colonizados Colonizados
[N=34) (N=27)
Sexo (Homibres), n (%) 27 (79.41) 17 (62,96) 0,155
Edad (afios), media (DS) 53,68 (12,215) 51,52 (14,037) 0,524
indice de HCT-CI, media (DS) 2,58 (2,262) 2,00 (1,745) 0,303
Factores de riesgo, n (%)
Procedimiento invasivo en el mes previoal TPH 0 2(7.41) 0,192
Ingreses en 6 meses previos al TPH 12 (35,29) 17 (62,96) 0,051
Infecciones en los 3 meses previos al TPH 4(1,76) 11 (40,74) 0,015
Duracion del ingreso (dias), media (DS) 30,26 (8,080) 27,85 (7.868) 0,246
Nimero de dias hasta recuperacion de 100 17,71 (11,981) 15,60 (2,466) 0,391
neutrofilos, media (DS)
Nimero de dias hasta recuperacion de 500 20,87 (12,271) 17,72 (2,979) 0,216
neutrofilos, media (DS)
Toxicidad digestiva durante el seguimiento 12 (35,29) 16 (59,26) 0,031
Episodio de EICH Agudo, n (%) 21 (61,76) 14 (51,85) 0,756
Tiempo desde TPH hasta desarrollo de EICH 48,71 (44,825) 50,94 (43,090) 0,872
agudo, media (DS)
Episodio de EICH Crénico, n (%) 3(8,82) 3(11,11) 0,683
Episodios de Infeccion, n (%) 26 (76.47) 18 (66,66) 1,000
Tiempo desde TPH hasta infeccion, media (DS) 2346 (34,269) 2277 (27.749) 0939
Gravedad
Sepsis/Sepsis grave 4(7,27) 7 (14,89) 0,535
Shock séptico 5(9,09) 0
TPH: trasplante alogénico de progenitores hematopoyéticos
EICH: enfermedad injerto contra huésped
A Gk — FEDER P,
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Abstract 1315

Resistance to extended-spectrum B-lactams, aminoglycosides and quinolones in multidrug-resistance

Enterobacterales isolated in patients receiving an allogeneic haematopoietic stem cell transplantation: the
ENTHERE-SCT Study. PI16/01415

Marta Fernandez-Martinez*", Claudia Gonzdlez Rico®, M. Aranzazu Bermudez Rodriguez®, Irene Gracia-Ahufinger®, Inmaculada
Garcia-Garcia®, Lourdes Vazquez®, Jose M_Aguado Garcia”, Carmen Martin Calvo®, Luis Martinez-Martinez*, Jorge Calvo-Montes®,

M® Carmen Farifias®

1Servicio de Microbiologia, Hospital Univ. Marqués de Valdecilla-IDIVAL, Santander, Spain, *Servicio de Enfermedades Infeccio-
sas, Hospital Univ. Marqués de Valdecilla-IDIVAL, Santander, Spain, *Servicio de Hematologia, Hospital Univ. Marqués de Valde-
cilla-IDIVAL, Santander, Spain, *Unidad de Gestion Clinica de Microbiologia. Hospital Univ. Reina Sofia, Cdrdoba, Spain, *Servicio
de Microbiologia, Hospital Univ. Salamanca, Salamanca, Spain, ®Servicio de Hematolagia. Hospital Univ Salamanca, Salomanca,
Spain, “Unidad de Enfermedades Infecciosas. Hospital Univ. 12 de Octubre, Madrid, Spain, “Unidod de Gestidn Clinica de Hema-
tologia. Hospital Univ. Reina Safia, Cérdoba, Spain

Background: To analyze the mechanisms of resistance to extended-spectrum B-lactams, aminoglycosides and quinolones in
MDRE isolated between June 2017 and August 2019 in 44 patients of the 127 recruited in the study, who receiving an Allo-SCT
in four Spanish hospitals.

Materials/methods: Overall, 117 MDRE, (AmpC-hyperproducing and/or producers of extended-spectrum P-lactamases (ES-
BLs) or carbapenemases), isolated in rectal swabs [pretransplant, weekly during the first month post-transplant, biweekly
up to 100 days post-transplant and monthly up to 180 days post-transplantation) and 8 MDRE isolated from different clinical
samples, were studied.

The minimum inhibitory concentrations (MICs) of 24 antibiotics were determined by broth-microdilution (EUCAST breakpeints).
PCR was performed for ESBLs [SHV, TEM, CTX-M), plasmid-mediated AmpC B-lactamases, carbapenemases [KPC, IMP, VIM, NDM,
GES, 0XA-48], plasmid-mediated quinolone-resistance [PMOR) (gnrA, gnrB, gniC, gnrD, gnrS, gepA, ogxAB) and aminoglyco-
side-modifying-enzymes (AMEs)[aac(3)-la, aac(3]-lla, aac(6 *)-1b, ant(2"]-la, aph(3 “]-la, aph(3 *)-lla). Clonal relatedness
was assessed by REP-PCR and pulsed-field gel electrophoresis [PFGE].

Results: The microorganisms isolated were: E.coli 52 (41.6%), Enterobacter spp. 36 [28.8%), K.pneumonioe 16 [12.8%), Cit-
robacter spp. 13 (10.4%) and others species 8 (6.4%) (5 K axytoca, 1 H.alvei, 1 K intermedia, 1 5 marcescens). PFGE analysis
identified 19 clonal patterns in E.coli, 9 in E.cloacae, 5 in K.pneumoniae and 3 in C.freundii. The antimicrobial susceptibility,
corresponding 74 MDRE [one isolate per REP-PCR pattern/antibiogram and patient) are shown in Table 1.

In seven patients MDRE were detected in clinical samples, in all but one patient, the same MORE was detected in different rectal
swabs days on the follow-up. ESBLs were detected in 60.8% and CTX-M was (47.3%) the most prevalent, 29.7% isolates were
AmpC-hyperproducers. Carbapenemases were detected in 8 (10.8%) isolates: VIM (2 E.cloacae, one S.marcescens and K.in-
termedia), GES 2 K.oxytoca and one E.cloacae) and IMP [E.aerogenes). AME-genes were detected in 45.9%, being aac(6 “J-Ib
the most prevalent (85.3%), 50.0% of strains harboured two AME-genes. PMQR-genes were detected in 35/60 [58.3%) isolates
quinolone-resistant and gnrB was the most prevalent (51.4%).

Conclusions: In 6 of the 44 transplant patients who were colonized by MDRE, an infection by the same microorganism was
documented. E. coli producing CTX-M was the MDRE most prevalent followed by Enterobacter spp. AmpC-hyperproducer.

[:1:01] ABSTRACT BOOK — 30th ECCMID 2020
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Abstract 4809

Intestinal colonisation by multidrug-resistant Enterobacteriaceae and infections in patients receiving

allogeneic hasmatopoietic stem cell transplantation: the ENTHERE-SCT Study (PI16/01415)

Claudia Gonzalez Rico™, Marta Ferndndez-Martinez®, M. Aranzazu Bermudez-Rodriguez?, Irene Gracia-Ahufinger?, Inmaculada
Garcia-Garcia®, Guillermo Maestro®, Concepcion Farifias Alvarez’, Carmen Martin Calvo®, Jose M. Aguado Garcia®, Lourdes
Vazquez®, Luis Martinez-Martinez®, M® Carmen Farinas’

Yinfectious Diseases Service, Marqués de Valdecilla University Hospital-DIVAL, Santander, Spain, “Microbiology Service, Marqués
de Valdecilla University Hospital-IDIVAL, Santander, Spain, *Haematology Service, Marqués de Valdecilla University Hospital,
Santander, Spain, *Unit of Microbiology, University Hospital Reina Sofia-IMIBIC-University of Cérdoba, Cérdoba, Spain, *Microbiology
Service, University Hospital of Salamanca, Salamanca, Spain, SInfectious Diseases Unit, University Hospital 12 de Octubre, Madrid,
Spain, "Division af Health Care Quality, Marqués de Valdecilla University Hospital IDIVAL, Santander, Spain, *Unit of Haematology,
University Haspital Reina Sofia, Cérdoba, Spain, *Haematology Service, University Hospital of Salamanca, Salamanca, Spain

Background: Currently, it is being discussed whether intestinal colonization by multidrug-resistant Enterobacteriaceae
[MDRE] in patients receiving hematopoietic stem cell transplantation [Allo-SCT] is a risk factor for developing systemic infec-
tions. The aim of this study was to analyze the risk factors of intestinal colonization by MORE and the development of infections
in patients with Allo-SCT.

Materials/methods: multicenter prospective cohort study conducted at four third level Spanish hospitals between June 2017
and March 2019. A rectal swab was collected before Allo-SCT and then, weekly until day 30 after transplantation, every two
weeks until day 100 after transplantation and monthly until day 180 after the transplant. Clinical and microbiological data were
collected during patient follow-up.

Results: Sixty four patients were included (28 from Hospital 1, 20 from Hospital 2, 10 from Hospital 3 and 6 from Hospital 4].
Twenty four [37.5%] patients were colonized by MORE at some point in the follow-up, 4 [8.3%] of them before Allo-SCT. Colonized
and non-colonized patients had similar demographic factors (sex, age and underlying disease], and risk factors such as HCT-
Cl score and previous invasive procedures, hospital admission and infections [Table 1]. One hundred and sixteen episodes of
infection were recorded in 51 patients: 55 [474%) in 22 colonized patients and 61 [52.6%) in 29 non-colonized patients. The
most frequent type of infection was bacteremia [50.0% in colonized patients and 32.5% in non-colonized patients], followed
by respiratory infections, CMV infection and urinary infections. There were only 5 episodes of MORE infections in 4 patients: 1
patient developed a cellulitis due to ESBL-producing K. pneumoniae and a bacteremia due to AmpC-hyperproducing E. cloacae;
1 patient had bacteremia due to carbapenemase-producing E. cloacae; 1 patient a urinary infection due to carbapenemase-pro-
ducing K. oxytoce and 1 patient a urinary infection due to ESBL-producing C. freundii.

Conclusions: 1. In patients with Allo-SCT, intestinal colonization by MDRE was more frequent after transplantation than before trans-
plantation. 2. All MORE infections occurred in patients with intestinal colonization either before or after of the infection episode.

Table 1. C istics of the swdy ion by group.
Colonized Patients Non-Colonized Patients
(N=24) (N=40) r
Male, n (%) 16 (86.7) 30 (75.0) 0.473
Age (years), mean (SD) 54.21 (14.231) 52.43 (13.286) 0.614
HCT-CI score, mean (SD) 2.14 (1.878) 2.29 (1.944) 0.780
Risk factors. n (%)
Invasive procedures (1 month prior) 1(4.2) B(20.0) 0.134
Hospital admission (6 months prior) 15 (62.5) 23 (571.5) 0.553
Infections (3 months prisr) 8(33.3) 11 (27.50 0.552
Hospitalization (days). mean (SD) 28.33 (8.589) 28.93 (B.658) o782
Immune reconstiution afier Al-SCT (days
from Allo-SCT 10500 neutrophils), mean (sD) | 18.36 (3.728) 18.18 (4.228) 0874
P lant patients with n(% (2@M.7) 28(12.5 0.107
E;."rg;}mscr to first infection (days). 22,00 (26.875) 28,64 (47.108) 0.566
Number of infections, mean (SO) 250 (1.102) 2.10 (1.566) 0317
Type of infections (patients), n (%)
Bacteramiz 12 (50.0) 13 (225 0.445
Respiratory 11 (45.8) 10 (25.0) 0.235
CMv 11(45.8) 10 (25.0) 0.538
Urinary 10 (41.7) 5225 0.354
Severity of infections
Sepsis 2y LX) 1.000
Septic shock 0 4(10.0) 0.133
Death (1 year sfter Al-SCT), n (%) 4(16.7) 1 (27.5) 0.746

Presenter email address: claudia.glez.rico@gmail.com
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Resistance to extended-spectrum B-lactams, aminoglycosides and quinolones in multidrug-resistance Enterobacterales (MDRE)
isolated in patients receiving an allogeneic hematopoietic stem cell transplantation (Allo-SCT): The ENTHERE-SCT Study

Marta Ferndndez-Martinez (1}, Claudia Gonzalez-Rico 2, M Ardnzazu Bermudez-Rodriguez 3], Lucrecia Yafiez San Segundo!?}, Irene Gracia-Ahufinger 4, Inmaculada Garcia-Garcia ©°, Lourdes Vézquez (¢, Guillermo Maestro de la Calle 7!,
Estefania Garcia Torres ), M2 Eugenia Llaneza Velasco ¥, Ana Pilar Gonzélez-Rodriguez 1, Jorge Calvo Montes !, Luis Martinez-Martinez *! and M. Carmen Farifias 12\,

* Senvicio de Microbiologia, H. Univ. Marqués de Valdecilla-IDIVAL, Santander (Spain]; *Servicio de Enfermedades Infecciosas, H. Univ. Marqués de Valdecilla-IDIVAL, Santander {Spain); *Servicio de Hematologia, H. Univ. Marqués de Valdecills, Santander {Spain), * Unidad de Gestidn Ci

ica de Microbiologia, H. Univ. Reina Sofia, Cardoba (Spain); * Servicio de Microbiologia, H. Univ. Salamanca, Salamanca

(Spain); £ Servicio de Hematologia, H. Univ. Salamanca, Salamanca (Spain); 7 Unidad de Enfermedades Infecciosas, H. Univ. 12 de Octubre, Madrid (Spain); £ Unidad d Gestién Clinica de Hematologia, H. Univ. Reina Sofia, Cérdoba (Spainj; * Servicio de Microbiologia, H. Univ. Central de Asturias, Oviedo (Spain); 2 Servicio de Hematologia, H. Univ. Central de Asturias, Oviedo (Spain).

BACKGROUND

To analyze the mechanisms of resistance to extended-spectrum B-
lactams, aminoglycosides and quinalones in MDRE isolated from 65
patients who received an Allo-SCT in 5 Spanish hospitals, between June
2017 and October 2020.

MATERIALS AND METHODS

Bacterial Strains. Overall, 215 MDRE, (AmpC-hyperproducing and/or
producers  of plactamases  (ESBLs) or
carbapenemases), isolated in rectal swabs (pretransplant, weekly
during the first month post-transplant, biweekly up to 100 days post-
transplant and monthly up to 180 days post-transplantation) and 16

extended-spectrum

MDRE isolated from different clinical samples, were studied.

Antibiotic  susceptibility testing. The minimum  inhibitory

concentrations [MICs) of 24 antibiotics were determined by broth-

microdilution (EUCAST breakpaints).

Molecular detection of resistance genes. PCR was performed f
- ESBLs (SHV, TEM, CTX-M),

+ plasmid-mediated AmpC B-lactamases
* carbapenemases (KPC, IMP, VIM, NDM, GES, OXA-48)
+ plasmid-mediated quinolone-resistance (PMQR) (gnrA, gnrs, gnrC,
gnrD, gnrS, gepA, ogxAB)
+ aminoglycoside-modifying-enzymes (AMEs) (aac(3)-la, aac(3)-la,
aacl6 b, ant(2*}-la, aph(3 Ha, aph(3)-lia).
Clonal relatedness was assessed by REP-PCR and pulsed-field gel
electrophoresis (PFGE)

CONCLUSIONS

1. Fifteen percent of the transplanted patients who
were colonized by MDRE developed infection by the
‘same microorganism.

2. E. coli producing bla.,,,, was the most prevalent

MDRE, followed by
Enterobacter spp.

AmpC-hyperproducing

218

Table 1. In vi

PFGE-pattern/antibiogram and patient] isolated from patients
with Allo-SCT transplant

Imipenem >4 0.5 2
Meropenem >8 0425 05
Ertapenem >1 0125 4
Gentamicin >4 05 32
Tobramycin >4 il 32
516 1 8
>4 1 16
NA 05 2
NA 128 256
Ciprofloxacin 0.5 2 256
Levofloxacin >1 i 32
ool SN
Tigecyciine 0.5 1 32
Fosfomycin >32 8 128
Col >2 <0125 16

7.7
5.5
5.2
13

= cefoxicin using ECOFF for EUCAST >8
A,

EvCAsT)

Figure 1. 231 MDRE isolated from 65 patients with Allo-

SCT transplant

[Oxhem: S oeptocs 3 M. whe, 1 K intermedis, 1§ soreascens]

Figure 2. PFGE dendogram of the 83 representative MDRE isolated from Allo-SCT transplant recipients. ‘

30 PFGE-pamerns in £. colf
19in E. cleacoe

&in K. pneumoniae

5in C. freundii

¥ to 24 antibiotics in 112 MDRE [one isolate per RESULTS

MDRE in rectal swab and clinical samples (red box)
In 13 patients, MDRE was isolated in clinical
samples and in 10 of them the same MDRE was
isolated in different rectal swabs on different days
of follow-up.

[E——

. )

Tabla 2.

of resistance to extended-sp

detacted in 112 MDRE

@-lactams and

v ESBLs were detected in 63.4%
(71/112) isolates and bl Was

-m- B
v 25.9% (29/112) isolstes were
[ AmpC
G | blowm | blosw | piperproducing | © = AmpC-hyperproducers.
(7 | A2 | (&) (29) 15) ) + Carbapenemases were detected in
2

20 (17.8%) isolates:

Carbapenemases (20}

E. coli (44) 21 7 7 € o o o 1 1
Enterobacter spp. (38) 16 0 [ 0 16 7 5 2 o HEE NS Frr G 2
oxytoca)

K. pneumoniae (13) 9 0 3 0 o e o o 1 - IMPin 5 (Enterobacter spp.)

Gitrobacter spp. (12) 0 0 2 0 10 o o o o *VIM in 4 (2 E. doacoe, one S.

Others (5) = & = 1 5 ® 3 B marcescens and K. intermedia)
+OXA48 in 2 (E coli and K.
pneumaniae).

Tabla 3. resistance detected in 112 MDRE

v AME-genes were detected in 53.6%
(52/60) of strains.

B ey
6 (2] et m [e)] 52)
found were gac-(6')-1b (76.6%) and
coc(3}io (35.0%), alone or in E_ colf (42) 10 3 11 o 1 27
combination. Enterobacter spp. (38) 26 [ 0 6 0 n
¥ 33 strains harboured one of the 5
3 13) B 7 1 ] 0 3
evalusted AME-genes, 25 isolates EocRostes ]
with Two genes and 2 strains with [T e = 2 = o L =
three genes. Others 5) ] 0 o 1 0 3

There were strains harbaring simultanzously tws or three AME genes

Tabla 4. Distribution of plasmid-mediated quinolone resistance (PMQR) genes in 112 MDRE

|
qnes | qoid oqxAB | No PMQF "
v
mmmm 1) 147) e it
5 o 0 37

. (58.0%] isolates.
E. coli [22) 1 1 o v The two most prevalent PMOR genes
Enterobacter spp. (38) 18 [] 5 1 1 27 3 were ogxAB (63.1%) and gnrB
K. pneumaniae (13) 3 3 ) [ 0 1 0 y 56,9%), alone o in combination.
Citrobacter spp. (12) 9 o o o o 3 :‘g?‘ﬂ‘;’:;‘e;aﬁ R
Others [5) [] L o 1 o 3 1
e e
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INFECCIONES POR ENTEROBACTERIAS MULTIRRESISTENTES EN PACIENTES

RECEPTORES DE TRASPLANTE ALOGENICO DE PROGENITORES HEMATOPOYETICOS.

ENTHERE-SCT (PI16/01415)

Claudia Gonzéalez-Rico', Marta Fernandez-Martinez!, Sara Fernandez Luis', Irene Gracia-Ahufinger?, Inmaculada Garcia Garcia?®,
Eugenia Llaneza Velasco*, Guillermo Maestro de la Calle®, Arancha_ Bermudez Rodriguez! Lucrecia Yafiez San Segundo!, Lourdes
Vazquez Lopez?, Ana Pilar Gonzalez Rodriguezs, Concepcion Farifias Alvarez!, Luis Martinez-Martinez2, M. Carmen Farifias’.

T"Hospital Universitario Marqués de Valdecilla, Santander. 2Hospital Universitario Reina Sofia, Cordoba. *Hospital Universitario de
Salamanca, Salamanca. *Hospital Universitario Central de Asturias, Oviedo. SHospital Universitario 12 de Octubre, Madrid.

Las complicaciones infecciosas en el trasplante alogénico de progenitores
hematopoyéticos (TPH) son una causa importante de morbi-mortalidad. En
los dltimos afios se ha visto un aumento de infecciones por microorganismaos
multirresistentes. Esta en discusion si la colonizacion intestinal por
enterobacterias multiresistentes (EMR) es un factor de rnesgo para el
desarrollo de infecciones sistémicas.

El objetivo de este estudio es evaluar los posibles factores de riesgo y el
papel de la colonizacion intestinal en el desarrollo de infecciones por EMR.

Estudio de cohortes prospectivo de pacientes con TPH en 5 hospitales
espafioles de tercer nivel (H.U. Marqués de Valdecilla, H.U. Reina Sofia, H.U
de Salamanca, H.U. Central de Asturias y H.U. 12 de Octubre) incluidos entre
el 12/05/2017 y el 11/12/2020. Se recogieron datos clinicos y microbiolégicos
durante el seguimiento (primer afio postrasplante). Para valorar el efecto de
la colonizacion intestinal se tomé un frotis rectal pretrasplante, semanalmente
hasta el dia 30 postrasplante, quincenal hasta el dia 100 y mensual hasta el
dia 180.

Se incluyeron un total de 186 pacientes de los cuales 24 (12,90 %)
presentaron en algin momento del seguimiento un episodio de infeccién por
EMR. Las caracteristicas de la poblacion de estudio se muestran en la Figura
1y Tabla 1

En los 20 pacientes con episodio de infeccion por EMR en los que se detectd
colonizacién intestinal, la EMR aislada en los frotis rectales fue la misma que
el agente causal de los episodios de infeccion (Figura 2).

Tabla 1. Caracteristicas de la poblacion de estudio.

Pacientes SIN
Infeccién por EMR

(N=162)

(N=24)

Pacientes CON
Infeccién por EMR p

Figura 1. Colonizacién por EMR en pacientes
CONI/SIN algun episodio de Infeccion por EMR

]
8

CON Infeccion por
EMR

H Colonizados

Nuamero de pacientes
8 8 8

[=]

SIN Infeccion por
EMR

H No Colenizados

Figura 2. Agentes causales de infeccién por EMR en los 20

Sexo (Hombres), n (%) 105 (64.81) 15 (62,50) 0,825 pacientes colonizados
4%
Edad (afios), media (DE) 51,65 (13,64) 52,85 (17.58) 0,701 (1) B;’ 7%
@
indice de HCT-CI, media (DE) 1,97 (1,81) 1,96 (1,49) 0,963 "(f;i)r
4
indice EBMT, media (DE) 342 (1,31) 3,61 (1,56) 0,520 E
Factores de riesgo, n (%)
Procedimiento invasivo en el mes previo al TPH 9 (5,56) 0(0) 0,607
Ingresos en 6 meses previos al TPH 89 (54,94) 17 (70,83) 0,003
Infecciones en los 3 meses previos al TPH 42(25,93) 9 (37,50) 0,242 e K ez
= K. oxyfoca = K. pneumoniae
Uso de tratal to AB en los 3 34 (20,99, 11 (45,83 0,427
0 . n'?len 0_ i LECU (0 (s, 3 u C. freundii Hiper AmpC E. cloacae CBP
Colonizacion intestinal por EMR 56 (34,57) 20 (83,33) 0,000 E cloacae BLEE E cloacae BLEE+CBP
Duracién del ingreso (dias), media (DE) 29,06 (7,06) 41,08 (31,74) 0,000 E cloacae Hiper AmpC » E aerogenes CBP
Numero de dias hasta recuperacion de 500 17,54 (7,60) 16,70 (6.29) 0,552 u E. coli BLEE
neutrdfilos, media (DE)
Toxicidad digestiva durante el seguimiento 122 (75,31) 16 (66,67) 0,181
Estancia en UCI 20 (12,35) 5 (20,83) 0,205
Ne_ces‘dad de venfilacion mecanica L 5(20.83) UrES La colonizacion intestinal por EMR fue significativamente
Episodio de EICH agudo 93 (38,64) 18 (75,00) 0.126 mas frecuente en el grupo de pacientes que desarrollaron
Episodio de EICH cronico 49 (30,23) 4 (16,67) 0.227 una infeccion por estos microorganismos que en los
Reingreso hospitalario 88 (54,32) 16 (66,67) 0,220 pacientes que no la presentaron.
Exitus 35 (21,60) 9 (37,50) 0,106
e - - Fi
DE: 5 TPH: traspl de progenitores he 0s; EICH: entf Financiado por &l Plan Estatal de Investigacién Cientifica y Técnica y de Innovacion 2013-2018 y el
injerto conira huésped; AB: antibiotico; EMR: enterobacteria multirresistente Instituto de Salud Caros Ill, Subdireccién General de Redes y Centros de Inwvestigacidn
Cooperativa. Ministerio de Ciencia. Innavasion y Universidades. Red Espaiala de Investigacion en
a l'el i_ isc |i| - C"'l.ﬁt.’f'l’-fdl:’f 7'%-1‘1‘1' -EE;-: "Eé P m\nﬁ:ngeﬁ;;:z?;le:mle Reg\on.)l"ﬁﬁa manera de n';:le:r Europa”, F'm;r:ama Opel;alivu
P . i - e = Crecimiento Inteligente 2014-2020.
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ST ) I ) . . Valdecilla

LD Claudia Gonzalez-Rico'2, Jorge Rodriguez-Grande?, Marta Hernandez Pérez4, IDIVAL
Sara Femandez-Luis®, Francisco Amnaiz De Las Revillas Almajana’2, Lucrecia Yafiez
San Segundo®8, Arancha Bermudez Rodriguez®€, Sergio Garcia Fernandez?, Concepcién Farifias Alvarezt.2,
Jorge Calvo Montes®2, Marta Fernandez-Martinez’-2, M. Carmen Farifias Alvarez'22.
‘infectious Diseases Service, Marqués de Valdecilla University Hospital-IDIVAL, Santander, Spain; 2CIBERINFEC, ISCIII (Spain); *Microbiology Service, Margués de Valdecilla
University Hospital-IDIVAL, Santander, Spain; *Agricultural Technology Institute of Castilla and Ledn (ITACyL) - Valladolid {Spain); SHaematology Service, Marqués de Valdecilla

University Hospital, Santander, Spain; ®Division of Health Care Quality, Marqués de Valdecilla University Hospital-IDIVAL, Santander, Spain; "HSC Processing and Cell Therapy
Unit, Blood and Tissue Bank of Cantabria, Marqués de Valdecilla Foundation, Hospital de la Santa Cruz de Liencres — Liencres; SUniversity of Cantabria - Santander (Spain).

The dysbiosis that occurs during HSCT may lead Male, n (%) 12 (80.00) 7(4375) 0.043
to increased susceptibility to multidrug-resistant
Enterobacteriaceae (MDRE) colonization, Age (years), mean (SD) 53.64 (16.24) 52.50 (12.55) 0.8274
increased number of infections and worse
clinical outcome. The aim of this study was to HGICL score, mean (S1) 22(161) 319(2.86) U
analyse the composition of the intestinal Risk factors, n (%)
microbiome and its relationship with MDRE Conditioning régimen 0273
colonization and clinical outcome of HSCT Myeloablative 8(53.33) 12 (75.00)
patients. Non-myeloablative 7 (46.67) 4(25.00)
Invasive procedures (1 month prior) 0 (0.00) 1(5.00) 1.000
_ Hospital admission (6 months prior) 10 (66.67) 11 (68.75) 0.901
= i RorE o Ao Infections (3 months prior) 4 (26.67) 6 (37.50) 0.704
10Spacuve.  cona ldy  Was COncUCs Hospitalization (days), mean (SD) 30 (39.43) 26.75 (4.78) 02272
between June 2017 and June 2021 in Marqués Immune reconstitution after HSCT (days
de Valdecilla University Hospital. Stool samples
were collected before HSCT and on days 14, 30, from HSCT to 500 neutrophils), mean (SD) |16.93 (6.53) 16.75 (6.13) 0.9363
60 and 100 following transplantation. The V3-V4 Post-transplant factors, n (%)
region of the 165 rDNA was sequenced on Episode of MDRE Infection 5(33.33) 1(6.25) 0.083
llumina MiSeq and the sequences were — agmission at ICU 2(13.33) 2 (12.50) 1.000
processed using the QIMEZ2 pipeline. All a0 GVHD episode 7 (46.67) 11 (68.75) 0213
samples were down-sampled to 10k reads. Only Chronic GVHD episode 5(3333) 7 (4375) 0552
i o . E §
taxa with a frequency of at least 0.5% in the| W ino diceace remission 8 (53.33) 8 (50.00) 0790

analysed sample were selected Patient 2 2
outcomes were followed up to one year after Underlying disease recurrence 2(13.33) 4 (25.00) 0.654

HSCT. Death (1 year after HSCT) n (%) 3 (20.00) 4 (25.00) 1.000

HGT-GI: index; SD- Standard Deviation; IGU: Infensive Gare Unit; GVHD: Graft-Versus-Host-Dissase

Table 1. Characteristics of the study population by group

Atotal of 127 samples from 31 patients were analyzed. The clinical characteristics of the patients are listed in Table 1.

Several diversity metrics were performed to determine alpha and beta diversity PCoA analyses of Bray-Curtis, Jaccard and Shannon indices do
not allow us to observe distinct groups when grouping the population according to some characteristics. However, Shannon's entropy analysis
could indicate some differences according to patient death in alpha diversity (Figure-1).

=

Bt 21 o st 11
F— Condsirsog regemen inath 1 yeas it 15T}

Figure 1. Alpha diversity by Shannon according to Figure 2. Difference in Shannon entrapy.
patient death.

The analysis of the taxonomic profile of each sample by heatmaps and barplots using Shannon's index did not show a common profile between
sample groups, but a low overall diversity was detected. Shannon index volatility plot, Faith phylogenetic diversity and pairwise distances from Day
0 to Day 60 were evaluated for different clinical characteristics of patients, such as MDRE colonization, acute and chronic graft versus host disease
(GVHD), MDRE infection, with no significant differences except for conditioning regimen and patients finally dying dunng follow-up (Figure-2).

No significant differences were found in the composition of the microbiome or in the clinical characteristics between colonized and non-colonized patients. The
conditioning regimen used is a relevant factor affected to microbiome diversity. There seems to be a loss of diversity in the composition of the microbiome in
those patients who die.

FUNDING: Supported by Emerging researchers support i b -
program "NEXT-VAL" 2021 - IDIVAL (NVAL 21/18). claudia gunzalez@smm\ud es : Cl e' INFEC

220



Anexos
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ROLE OF INTESTINAL MICROBIOTA COMPOSITION IN HAEMATOPOIETIC
STEM CELL TRANSPLANT (HSCT)

Claudia Gonzélez-Rico!23, Sara Fernandez-Luis'*, Jorge Rodriguez-Grandel®, Marta Hernandez Pérez®, Francisco Arnaiz De Las Revillas
Almajano’23, Lucrecia Yafiez San Segundo®’, Arancha Bermidez Rodriguez®’, Alain Ocampo-Sosal#2, Jorge Calvo Mantes!33, Marta

Fernandez-Martinez>?

. M. Carmen Farifias Alvarez

1237

Margués de Valdecilla University Hospital-IDIVAL, Santander, Spain; ZInfectious Diseases Service; CIBERINFEC, ISCIIl (Spain); *Haematology Service; *Microbiology Service; ®Agricultural
Technology Institute of Castilla and Ledn (ITACyL), Valladolid (Spain); “University of Cantabria, Santander (Spain); *H5C Processing and Cell Therapy Unit, Blood and Tissue Bank of Cantabria,
Marqués de Valdecilla Foundation, Hospital de la Santa Cruz de Liencres, Cantabria, Spain.

INTRODUCTION

The microbiocta appears to play an important role in the
success of HSCT and the development of graft-versus-
host-disease (GVHD). The dysbiosis that occurs during
HSCT may lead to increased colonization and Infection
by pathogenic microorganisms, such as multidrug-
resistant Enterobacterales (MDRE).

Down-sampled to
10k reads

To analyse the composition of the intestinal microbiome
during HSCT, its relationship with the clinical outcome of
patients and MDRE colonization.

METHODS

Prospective cohort study was conducted between
June'17 and June’21 in Marqués de Valdecilla University
Hospital. Stool samples were collected before HSCT and
on days 14, 30, 60 and 100 following transplantation.
The V3-V4 region of the 165 rDNA was sequenced on
lllumina MiSeq. Only taxa with a frequency of at least
0.2% in the analysed sample were selected.

Qiime2

Phyloseg
Microbiome

Table 1. Characteristics of the study population.

Patients
(N=19)
Male / Female, n (%) 14 /5(73.68 / 26.32)
HCT-Cl score, median (IQR) 2(1-3)
Risk factors, n (%)
Conditioning regimen
Myeloablative 13 (68,42)
Non-myeloablative 6(31,58)
GVHD prophylaxis
CsA+MMF 6(31.58)
CSA+MTX 2(1053)
Tacrolimus+MMF 1(5.26)
Cyclophosphamide 3(15.79)
Cyclophosphamide+Tacrolimus+MMF 7(36.84)
Infections (3 months prior) 9(47.37)
Antibiotic treatment (3 months prior) 10(52.63)
Colonization by MDRE, n (%) 11 (57.89)
Before HSCT 2(1053)
After HSCT 11(57.89)
Post-transplant factors, n (33)
Episode of MDRE Infection 3(15.79)
Acute GVHD episode 8(42.11)
Chronic GVHD episode 9 (47.37)
Underlying disease remission 14 (73.68)
Underlying disease recurrence 2(10.53)
Death (1 year after HSCT), n (%} 2(10.53)

o pois index: 10F: Interquarile Range: GVHD: Graft-Versus-Host-Dizense.
Csa- Cydosporine; MAF: Mycophenciate. matil, MTC Methotreiste; MDRE. mubidng-resistant. Enteropacieraceae; HSCT:
eemstopcietic stam call trancpient.

RESULTS

- Preliminary analysis of 92 samples from 19
patients.

- Clinical characteristics of the patients are listed
in Table 1.

- Taxonomic profile of the intestinal microbiota
by time and colonization status are represented
in Figure 1.

- The most abundant phylum are Firmicutes,
followed by Actinobacteriota and
Verrucomicrobiota.

- Several diversity metrics were performed to
determine alpha and beta diversity (Figure 2).
- Non-metric multidimensional scaling (NMDS)

analyses of Bray-Curtis, Jaccard and Shannon

u =

indices do not allow us to observe distinct
groups.

e

Figure 1. Taxonomic profile of the intestinal microbiota by visit and

colonization status.

Coiorization by MORE

Figure 2. Alfa diversity by Shannon according to
colonization by MDRE status,

{0: Non-colonized patients; 1: Colonized patients)

Funoma: Supparted by

CONCLUSIONS

these patients.

No significant differences were observed in the composition of the microbiota regarding to different
characteristics of patients. Further analysis are needed to understand the relevance of the microbiome in

- Fian Necionsl ce 1404 20132016 and sSinto de Salud Csvas I,
Subdirecsian General de Redes y Centros de Ineestigadion Cooperstve,
Ministerio de Ciend, Innovaciin y Univeridaes, Sperish Network for
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Fagianal Fund A way I Scrieve Surape”, OpemGve Srogram Insigert
Growth 2014-2020 s grant FLas QAL
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Anexos

e Comunicacion tipo poster oral y tipo poster presentadas en el XXVIII Congreso

Nacional de la SEIMC en mayo de 2025 en Malaga.
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Perfil taxonémico de la microbiota intestinal en el trasplante

alogénico de progenitores hematopoyéticos

Claudia Gonzalez-Rico'2, Marta Hernandez®, Jorge Rodriguez-Grande?#, Sara Fernandez-Luis®, Arancha Bermudez Rodriguez®®,
Lucrecia Yaiiez San Segundo58, Noelia Ruiz-Alonso?, Ana Julia Gonzalez-Huerta’, Eugenia Llaneza Velasco®, Lourdes Vazquez Lapez®,
Inmaculada Garcia Garcia'®, Francisco Arnaiz De Las Revillas'28, Concepcion Farifas-Alvarez21, Alain Ocampo-Sosa24, Jorge Calvo
Montes?# Marta Fernandez-Martinez'2, Maria Carmen Farifias’26

Servicio de E i , Hospital itario Marqués de Valdel:lllﬁ IDIVAL, Santander. 2CIBERINFEC, ISCIIl. Departamento de Microbiologia, Facultad de Medicina, Universidad
de Valladolid {UVa), Valladolid. Servicio de Microbit ia, Hospital U Marqués de IDIVAL, Sanlander SServicio de Hematologia, Hospital Unwersltano Marqués de Valdecilla-
IDIVAL, Santander. ®niversidad de Cantabria, Santander. "Servicic de Hemaiologia, Hospital Universitario Central de Asturias, Oviedo. 3Servicio de i , Hospital Unis itario Central de
Asturias. Instituto de Investigacién Sanitaria del Principado de Asturias {ISPA), Oviedo. *Servicio de F ia, Hospital U it de B5ervicio de

Hospital Universitario de Salamanca, Salamanca. "Servicio de Calidad, Hospital Universitario Marqués de Valdecilla-IDIVAL, Santander. 2Unidad de Tuaplas Avanzadas, Banco de Sangre y
Tejidos de Cantabria, Fundacion Marqués de Valdecilla, Hospital de la Santa Cruz de Liencres, Liencres.

Objetivo

Caracterizar el perfil taxonomico de la microbiota intestinal durante los primeros 100 dias fras un frasplante alogenico de progenitores hematopoyéticos (alo-TPH) y su
relacion con la evolucidn clinica de los pacientes receptores de alo-TPH

Material y métodos
Disefio: Estudio de cohortes prospectivo de pacientes receptores de alo-TPH.

Figura 1. Pipeline empleado para el analisis bicinformatico.
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Se analizaron 409 mueslras de heces Figura 3. Abundancia relativa por visita de los taxones mas abundantes. A) a
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Conclusiones

FINANCIACION:

- Fian Nacional de |+D+i 2013-2018 y el Instiuto de Salud Carlos I, Subdireccion General de
Redes y Centros de Investigacin Cooperatva, Ministerc de Ciencia, Innovacion y
Universidades, Red Espafiola de Investigacén en Pamlogia Infecciosa (REIPI
RD16/0018/0007) - cofinanciadas por & Fondo Europeo de Desarmollo Regional “Uina maners|
de hacer Europa", Programa Operative Crecimiento Intefigente 2014-2020 y PI16/01415.

1. Se observaron vanaciones significativas en el perfil taxondmico de la microbiota intestinal
durante los 100 primeros dias post-TPH.

2. Una disminucién en la abundancia del génerc Blautia se relaciond, de forma estadisticamente
significativa, con una peor evolucion de los pacientes receptares de alo-TPH

- Programa de apoyo a ¥ "NEXT-VAL" 2021 - IDIVAL (NVAL21/18).
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Cambios en la microbiota intestinal durante el trasplante
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Claudia Gonzalez-Rico'2, Marta Hemandez?, Sara Fernandez-Luis*, Arancha Bermidez Rodriguez#®, Lucrecia Yafiez San Segundo®=,
Jorge Rodriguez-Grande2€, Ana Julia Gonzalez-Huerta’, Eugenia Llaneza Velasco®, Lourdes Vazquez Lépez®, Inmaculada Garcia
Garcia™, Francisco Arnaiz De Las Revillas'25, Concepcion Farifias-Alvarez2!!, Alain Ocampo-Sosa®€, Jorge Calvo Montes28, Marta
Fernandez-Martinez?, Maria Carmen Farifias’25.

Isenvicio de E C , Hospital L rio Marqués de Valdecilla-IDIVAL, Santander. 2CIBERINFEC, ISCIII. *Departamento de Microbiclogia, Facultad de Medicina, Universidad
de Valladolid (UVa), Valladelid. “Servicio de F ia, Hospital U itario Margues de Valdecilla-IDIVAL, Santander. SUniversidad de Cantabria, Santander. ®Servicic de Microbiclogia,
Hospital Universitario Marqués de Valdecilla-IDIVAL, TServicio de | ia, Hospital U io Central de Asturias, Oviedo. ®Servicio de Microbiologia, Hospital Universitario
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Microbiologia, Hospital Universitario de Salamanca, Salamanca. "Servicio de Calidad, Hospital Universitario Marqués de Valdecilla-IDIVAL, Santander. *2Unidad de Terapias Avanzadas, Banco de
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Introduccion Material y métodos
Durante el frasplante alogénico de Disefio: Estudio de cohortes prospectivo de pacientes receptores de alo-TPH.
progenitores hematopoyéticos (alo-TPH) se 5 + + + [
produce un desequilibric de la microbiota 1L N olira @Valdecilla
intestinal que podria estar relacionada con Periodo: Jun | — Dic Centros participantes: f
una peor evelucion del frasplante.

Dia 0

o segumeno: [T a0 Secuencacin:
Caracterizar la diversidad de la microbiota m am m m B e ladog
intestinal durante los primeros 100 dias post- g

TPH y su relacion con la supervivencia de los £3 TPH 3 €
pacientes receptores de alo-TPH. ﬂ

Qnélisis bioinformatico: Pipeline propio basado en QIME2 /

o

Figura 1. Analisis de alfa diversidad por visita mediante Figura 2. Analisis de alfa diversidad en funcién de distintas
el indice de Shannon

Se analizaron 409 muestras de
heces de 95 pacientes. r

ifa cwersidad {inice de Snannon)

Se llevo a cabo un andlisis de alfa —
diversidad mediante el indice de
Shannon por visita (figura 1) y en
funcion de distintas  variables
clinicas relacionadas con el
prondstico de los pacientes (figura
2). episodio de enfermedad injerto
contra huésped (EICH), desamolio
de algin episodio de infeccion,
recidiva de la enfermedad de base
y fallecimiento del paciente hasta el
afio post-TPH.
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Se evalud la  significacion
estadistica mediante tests no . T,
paramétricos de Wilcoxon y de E .-

Kruskal-Wallis, considerando una . )
comparacion  mditiple  con  la
Doneccién FDR en las variables Basal Dias14 Dia+30 Dia+B0 Dig+100
con mas de dos categorias

Visita
NS: No significativo; (*): pvalor<0.08: (**): pvalor<0.01; {**"): p-valor<0.001

Aita diversidad (indice de Shannon)
Aita diversiiad (indice da Shannon)

Conclusiones [ " ruamens
N3: No significative; (*): p-valor<0,05; (") p-valor<0,01; {(**}: p-valor<0,001

1. Se observaron variaciones significativas en la diversidad de la microbiota intestinal durante los
100 primeros dias post-TPH.

2. No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en la diversidad de la microbiota [ p——
intestinal entre los pacientes que desarrollaron algln episodio de EICH, infeccién o recidiva de Bmvicorarls |- Pian Nacional de 1+D+ 2013-2016 y el Insttuto Ge Salud Carlos 11l Subdireccidn General de
Redes y Centros de Inwestigacion Cooperativa, Ministero de Ciencia, Innovacion v,
su enfermedad de base frente a los que no.  |Unwersicades, Red Espafiola de Invesigacén en Pamlogia Infecciosa (REWFI
3. Los pacientes receptores de alo-TPH fallecidos durante el seguimiento presentaron una alfa

RD16/00160007) - cofinanciadas per =l Fondo Eurogeo de Desamollo Regional “Una manera
i : e o ~ de hacer Europa”, Programa Operatve Crecimiento Intefigents 2014-2020 y PI18/01415,
diversidad significativamente menor que aquelles que no.

- Programa de apoyo a investigadores emerpentes “NEXT-VAL" 2021 - IDIVAL [NVAL21/18).
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