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I. SITUACION ACTUAL DEL PROBLEMA






1.Historia

La leishmaniasis es una enfermedad de cuyos origenes no hay datos claros, aunque se
presume que convive con la Humanidad desde hace miles de afios. Existen descripciones de
un cuadro compatible con leishmaniasis visceral o Kala-azar que datan del afio 1500. No fue
hasta finales del siglo XIX y principios del XX que se obtuvieron las primeras muestras y
aislamientos del parasito. Durante aquellas épocas, no era extrafio confundir esta entidad con
la malaria, de distribucion semejante, y mucho mejor caracterizada, pero la falta de
periodicidad de la fiebre y la escasa respuesta a la quinina hizo que se sospechara que se
trataba de una enfermedad causada por tripanosomas.

En 1900, Leishman describe unos cuerpos de inclusion particulares en el bazo de un
soldado que habia muerto a causa de la fiebre Dum-Dum (padecia fiebre, anemia, atrofia

muscular y esplenomegalia) (1).

Sir William Leishman, F.R.S.
(1865-1926)

e —

| The pictures opposite are from an article by W. Leishman and
* J. C. B. Statham on “The Development of ‘the Leishman Body

4 in Cultivation ” (. roy. Army med. Cps, 1905, 4, 327. By permis-
[ sion). They were drawn by Leishman himself. (Portrait by Bassano.)
|

l

British Medical Journal 12 February 1966, Page 414



En 1903 fueron publicados sus trabajos en el British Medical Journal y durante el
mismo periodo, Charles Donovan (2) reconocia paralelamente los mismos sintomas en otros
pacientes con Kala-Azar y los mismos hallazgos microscépicos en el bazo. No fue hasta
posteriormente, que el famoso parasitélogo de la época, Ronald Ross, describié en honor a
estos dos investigadores el Genero Leishmania y la especie donovani. Cathoire y Laveran
encontraron en 1904 Leishmania en nifios con anemia y esplenomegalia y Nicolle nombro al
parasito Leishmania infantum, identificando también como reservorios a los perros y
cultivandolo en laboratorio.

En 1922 en la India, Bramachari describe el PKDL (Post-kala-azar dermal
leishmaniasis) y en 1940, Swaminath, Shortt y Anderson en la India y Adler y Ber en
Palestina, demuestran la transmision de L. donovani y L. tropica por las moscas del género
Phlebotomus, también conocidas como moscas de arena.

Posteriormente, de manera gradual, se fueron describiendo la clinica y sus diferentes
formas de presentacion, su distribucion geografica y el estudio de reservorios y vectores, asi
como el ciclo del parasito, comprendiéndose mejor como infecta a los humanos (3).

En cuanto al tratamiento, los antimoniales trivalentes fueron introducidos entre 1912
y 1915 para tratar respectivamente la leishmaniasis cutdnea y mucocutanea en Brasil y la
leishmaniasis visceral en Italia. Pero no fue hasta 1922 que se introdujeron los antimoniales
pentavalentes, que son mucho mas seguros y que se han mantenido como tratamiento de
primera eleccion durante décadas hasta que en 1996 se comenzo a utilizar anfotericina B
liposomal, y en entre los afios 2004 y 2006 se descubrieron las dos Ultimas drogas utilizadas

para combatir esta enfermedad; la miltefosina y la paramomicina.



2.Epidemiologia

La leishmaniasis es una zoonosis de distribucion mundial, abarcando amplias regiones
de todo el mundo. A pesar del largo alcance de esta zoonosis, que se estima que ocupa el
noveno puesto en lo que a morbilidad se refiere, dentro de las enfermedades infecciosas a
nivel mundial se engloba dentro de lo que se denominan enfermedades olvidadas(4). Dentro
de este grupo, denominado en inglés “Neglected Tropical Diseases” (NTD), se encuentran
otras enfermedades como el dengue, la enfermedad de Chagas y diferentes parasitosis. Tienen
en comun el ser enfermedades de amplia distribucion mundial, con gran morbilidad y en
ocasiones mortalidad, que a pesar de afectar a un gran nimero de personas, son enfermedades
que reciben poca atencién e inversién por parte de las autoridades sanitarias, y no existen

grandes avances en la investigacion, tanto en el tratamiento como en las pruebas diagndsticas.

La leishmaniasis es endémica en 93 paises, afectando a 5 continentes. Las
estimaciones cifran en unos 200,000 y 400,000 nuevos casos anuales de leishmaniasis
visceral (5). Mas del 90% de estos casos se declaran en 6 paises: Brasil, India, Bangladesh,
Etiopia, Sudan y Sudan del Sur. Estas cifras han de considerarse con cautela, ya que existe
una importante infranotificaciéon de los casos, y existen paises con grandes poblaciones
afectas, de los que existen pocos datos recogidos, como son el caso de China, Iragq o Argelia,
entre otros, dados los limitados medios de diagnéstico y la posible confusion con otras

enfermedades de amplia distribucion en las mismas zonas como la malaria.



Se pueden observar los datos de endemicidad de 2012 segun la OMS en la Figura 1:

Figura 1.

Status of endemicity of visceral leishmaniasis, worldwide, 2012
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2.1 Clasificaciones

Cléasicamente, se ha dividido la leishmaniasis entre el “Viejo Mundo” y “ Nuevo
Mundo”. Aunque actualmente ya no hay razén taxondémica para este tipo de clasificacion, se
sigue utilizando de manera habitual, sirviendo para clasificarla a nivel clinico, dados sus
tropismos  especificos  (viscerotropico, mucotropico, dermatotropico...) distribucion

geografica, etc... (ver Tabla 1)



Clasicamente la leishmaniasis del “Viejo Mundo” comprende una distribucion en
Africa, Asia y el Mediterraneo, mientras la leishmaniasis del "Nuevo Mundo" presenta una

distribucion principalmente en centro y sur Ameérica (6).

Tabla 1. Extraida del informe: Report of a meeting of the WHO Expert Committee on the
Control of Leishmaniasis, Geneva, 22—26 March 2010.

Leishmania found in humans

Subgenus L. (Leishmania) L. (Leishmania) L. (Viannia) L. (Viannia)
Old World L. donovani L. major
L. infantum L. tropica
L. killicke
L. aethiopica
L. infantum
New World L. infantum L. infantum L. braziliensis L. braziliensis
L. mexicana L. guyanensis L. panamensis
L. pifanof L. panamensis
L. venezuelensis L. shawi
L. garnhamp L. naiffi
L. amazonensis L. lainsoni

L. lindenbergi
L. peruviana
L. colombiensis®

Principal tropism Viscerotropic = Dermotropic Dermotropic Mucotropic

3 Species status is under discussion
® Taxonomic position is under discussion

Estos subgéneros componen el amplio espectro de presentaciones clinicas a lo largo
del mundo, que varian segun el subgénero, el pais y la condicion del propio enfermo; aunque
en funcion de la forma de presentacion clinica la leishmaniasis se puede clasificar como

leishmaniasis cutanea, visceral y mucocutanea.

En esta tesis nos centraremos en la descripcion de la leishmaniasis visceral producida

por Leishmania infantum, que es el principal objeto de dicha tesis, y brevemente de la



cutanea. L. infantum presenta la peculiaridad de ser la Unica especie capaz de producir en
pacientes aparentemente inmunocompetentes formas viscerales y cutaneas, aunque nunca las

dos presentaciones en el mismo paciente.

2.2 Distribucion geografica L. infantum a nivel mundial.

La distribucion geografica de Leishmania infantum comprende principalmente el area
Mediterranea, zonas del Norte de Africa, Peninsula Arabiga y norte de China, como se puede
ver en el mapa en la Figura 2. También se han descrito casos de leishmaniasis visceral, y cada
vez en un nimero mayor, en el Nuevo Mundo, principalmente en Brasil.

En el momento actual existe una gran preocupacion ya que se estd produciendo un
aumento importante del area de distribucion geografica de dicho parasito, en parte debido a
un aumento de poblacion expuesta a los vectores de transmisidn. Esta trasmision ocurre tras la
picadura del vector, que se trata de una hembra del género Phlebotomus. EI cambio en las
ultimas décadas del tipo de trabajo realizado en las distintas poblaciones, aumentando las
areas urbanizadas y la realizacion de trabajos mas industrializados (mineria, aumento de
carreteras en areas selvaticas, construccion de presas, etc...), conlleva un aumento de la
exposicion a Phlebotomus, y hace que la poblacion expuesta aumente. Teniendo en cuenta
estas consideraciones, se espera un aumento de los casos de leishmaniasis, asi como un
aumento de la posibilidad de brotes.

La leishmaniasis visceral tiene una menor distribucion geografica en comparacién con
la leishmaniasis cutanea, con el 90 % de lo casos notificados en 6 paises (India, Sudan, Sudan
del sur, Bangladesh, Etiopia y Brasil (ver la tabla 2 ) extraida del articulo de J. Alvar et al.

Leishmaniasis Worldwide and Global Estimates of Its Incidence, 2012 (7).



Figura 2. Imagen extraida del articulo: Leishmania donovani in Cyprus. Maria Antoniou et

al. (8)

Tabla 2. J. Alvar et al. Leishmaniasis Worldwide and Global Estimates of Its Incidence, 2012

(7).
Countries with 5 years of

Reported VL cases/year data Estimated annual VL incidence
Americas 3662 8/11 (73%) 4500 to 6800
Sub-Saharan Africa 1 3/11 (27%)
East Africa 8569 5/8 (63%) 29,400 to 56700
Mediterranean 875 21/26 (81%) 1200 to 2000
Middle East to Central Asia 246 14117 (82%) 5000 to 10000
South Asia 82623 3/6 (50%)* 162,100 to 313600
Global total 5821 54/79 (68%) 202,200 to 389,100

¥3/3 (100%) of high burden countries (India, Bangladesh, Nepal) reported 5 years of data. Reports incomplete for Sri Lanka, Bhutan and Thailand.
doi:10.1371/journal.pone.0035671.t013
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2.3 Distribucion geografica L. infantum en Europa.

Los paises que clasicamente notifican el mayor nimero de casos en Europa son Italia,
Francia, Espafia y Portugal. En los Gltimos afios con muchos casos declarados en Albania y
Turquia (9). Actualmente, comienzan a notificarse casos en otras zonas de Europa, por

ejemplo Alemania (10), de pacientes expuestos en viajes de turismo, migrantes, etc...

La mayor parte de los casos se presenta en zonas rurales y areas montafiosas, pero de
manera cada vez mas frecuente, en zonas urbanas y periurbanas donde los reservorios suelen
ser los perros, pero también otros animales recientemente descritos, como las liebres en el

caso del brote de Madrid de 2009 (11).

Figura 3. Biological department of Earham College. Picture of University East London.

Distribution of visceral leishm aniasis in Europe due to
Leishmania donovani donovani and
Leishmania donovani infantum

O L.ddonovani

EI L.dinfantum Q:?

|:] No recorded cases

En Europa existen dos ciclos de transmision que se han demostrado, y que

condicionan que esta enfermedad siga siendo endémica en Europa. Un ciclo de transmision

10



zoondtico de leishmaniasis visceral y cutanea por L. infantum, y una transmision
antroponotica de leishmaniasis cutanea causada por L. tropica que se ha descrito con casos
esporadicos en Grecia(12)(13). Esta tltima presenta un alto riesgo de expansion por el alto

numero de migrantes de la zona y viajeros.

Figura 4. Distribucién de especies de leishmania en Europa, extraido de

Eurosurveillance.org.

Distribucion por paises de las especies de
Leishmania en Europa hasta el 2009

www.eurosurvelllance.org

L. infantum L. tropica

Blanco: Esporadicos L. Donovani
Chipre
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2.4 Brote de leishmaniasis visceral en el suroeste de Madrid

Desde el afio 2009, se vino observando un notificacion creciente de casos de
leishmaniasis visceral en el suroeste de Madrid, confirmandose que se trataba del inicio del
mayor brote nunca descrito en la cuenca Mediterranea, y por lo tanto de toda Europa. Este
brote ha supuesto también el hallazgo de un nuevo reservorio (la liebre) y ha evidenciado un
cambio en el patron epidemioldgico, ya que esta enfermedad que se asociaba a ambitos
rurales y con el perro como principal reservorio, cambia de patrén, localizandose los casos en
una zona urbana.

La red de vigilancia epidemioldgica ha notificado desde julio de 2009 hasta mayo de
2015, 644 casos que cumplen con la definicidon de “caso del brote comunitario” con una tasa
de incidencia de 18,91 casos por 100.000 habitantes. De todos estos casos 510 eran residentes
en Fuenlabrada, lo que equivale a una tasa de incidencia de 43,47. Desde que el brote ha
comenzado, estos casos suponen un 76,5% de todos los casos declarados en la Comunidad de
Madrid.

De todos los casos de leishmaniasis, en Fuenlabrada se han declarado 180 casos de
leishmaniasis visceral y 354 de leishmaniasis cutanea.

Desde el inicio del brote, el nimero de casos fue aumentando hasta un pico méximo
entre enero de 2011 y 2012. En los datos publicados por Arce at al (14) hasta el afio 2013, se
diagnosticaron 6 casos en 2009, 97 en 2010, 196 en 2011 y 147 en 2012.

Durante el brote se han observado anualmente una acumulacion de casos entre el
principio del invierno y el fin de la primavera que estan relacionados con el ciclo de
Phlebotomus, que tiene determinadas particularidades en nuestro pais debido a las
temperaturas (se amplia la informacion méas adelante en el apartado del vector), y con el

periodo de incubacion de la enfermedad.

12



En cuanto a la distribucion espacial, se puede observar en el mapa siguiente la
proximidad de los domicilios a las zonas verdes donde estan las liebres, y como todo este

entorno se encuentra rodeado de vias de alta velocidad que limitan la movilidad de las liebres.

Figura 5. Mapa extraido del informe técnico de la direccion de Salud puablica de la
Comunidad de Madrid donde se observa la distribucion de los casos segun la residencia de

los pacientes desde 2009-2015.
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En el siguiente mapa se puede ver la distribucién de Phlebotomus y como aumenta su
densidad en las areas colindantes con las zonas construidas y viviendas. La zona mas
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afectada es el norte de Fuenlabrada, sobre todo aquellas zonas adyacentes a espacios no
construidos.
Asi pues las densidades de flebotomos alcanzan niveles muy elevados de entre 200 y

en ocasiones mas de 500 flebotomos por m?.

Figura 6. Distribucién geografica de la densidad de flebotomos en el area de Fuenlabrada.

Densidad (fle/m2) |

i 0 1050

Todas estas particularidades parecen explicar por qué se ha generado un brote de tal
magnitud, ya que encontramos un aumento de densidad de los vectores, un aumento de un
nuevo reservorio con alta capacidad de multiplicacién y sin depredadores en la zona, y un

nucleo urbano de gran tamafio a una distancia muy proxima.
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Otro hecho diferencial del brote es que el serotipo encontrado es Leishmania infantum
Lombardi (15), que aunque ya presente hace afios en Espafia en los afios ochenta no era la
cepa mas prevalente. Finalmente, estudios ex vivo sugieren que las cepas aisladas en el brote

podrian ser mas virulentas (16).

3. Etiologia: Parasito, ciclo, vector y reservorio

3.1 El parasito y su ciclo: Leishmania spp.

El género Leishmania esta dividido en dos subgéneros segun el desarrollo que
presentan dentro de las hembras de Phlebotomo. Se clasifican como subgénero Leishmania si
presentan un desarrollo prepildrico en los vectores, y como subgénero Viannia con desarrollo
peripilorico. Como ya hemos comentado previamente, el subgénero Viannia esta circunscrito
al continente americano, mientras que Leishmania presenta una distribucién mundial.

Leishmania presenta un ciclo dimorfico, con una fase sexual que todavia no ha sido
descrita, y una fase asexual, que comienza con los promastigotes, que se encuentran en el
aparato digestivo y las proboscides del vector, Phlebotomus. Esta es una forma parasitaria
elongada, flagelada, y por lo tanto movil, que se trasmite a la piel y sangre del hospedador
cuando Phlebotomus se alimenta. Después de la inoculacion, los promastigotes son ingeridos
por los macréfagos circundantes, transformandose en unas estructuras ovaladas intracelulares,
Ilamadas amastigotes. Estos se encuentran dentro de unas estructuras llamadas fagolisosomas,
donde se van multiplicando por division binaria, finalmente destruyendo las células, e
infectando a otras células reticuloendoteliales. Los amastigotes se distribuyen por conductos
linfaticos y sistema vascular, infectando méas células mononucleares por todo el sistema

reticuloendotelial(17). El ciclo se cierra cuando una hembra de Phlebotomus ingiere células
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parasitadas. Una vez en el aparato digestivo del Phlebotomus, los amastigotes sufren una serie
de cambios en diferentes estados intermedios, flagelados, convirtiéndose, al final, en

promastigotes infectivos.

Figura 7. Ciclo de Leishmania extraido de la pagina web puablica del Center for disease

contro (CDC).

Estadios en la mosca de los arenales Estadios en el humano
La mosca se alimenta de sangre .
n linyecta el estadio Lm promastgotes son
promastigote en la piel) fﬂﬂﬂﬂtﬂdﬂﬁ por

miacréfagos

Se dividen en el intestino m%
Eﬁgmn a la probdscide

of

Loz amastigotes e transforman en el
estadio promastigote en el intestino medio

eF

Los promastigotes se transforman
en amasligotes dentro de Iosﬁ
macrofagos

ﬁ.:ﬁﬂg: . B Los amastigotes se multiplican en las
e e células (incluyendo a los macréfagos)
ﬁ M h de varios lE‘jidE‘ﬁﬁ
e Ingeslu:’m de
células paragitadas

La muar:a se alimenta de sangre
{ingiere macrifagos infectados
con amastigotes)
h= Estadio infectanta

A\ = Estadio diagnastico

GEMTE"SEGURA ' SALUDABRLE

hitp:feneew.dpd.cde.gowidpdx

16



3.2 El vector: phlebotomus

Existen varios géneros de “sandflies” (moscas de la arena) que pican a los humanos,
no obstante, los Unicos vectores que se han demostrado implicados en la transmision de la
leishmaniasis son las especies y subespecies de Phlebotomus y Lutzomyia. Lutzomyia
presenta una distribucidn practicamente limitada al continente americano (relacionandose asi
con las enfermedades del Nuevo Mundo y el subgénero Viannia) y el genero Phlebotomus
con una distribucion practicamente mundial (18).

Las moscas de la arena presentan un ciclo que es poco conocido. Se sabe que el
desarrollo de los huevos depende en parte de la temperatura, alargandose el periodo en
lugares con temperaturas frias, y acortandose con temperaturas calidas. Los huevos se
desarrollan en la tierra, por lo que este tipo de moscas no presentan desarrollo acuéatico (19).

La etapa larval dura unas tres semanas y posteriormente salen de la pupa. Los
machos no presentan una estructura lo suficientemente fuerte para atravesar la piel por lo que
no se han implicado en la transmisién de enfermedades. Las hembras, sin embargo, precisan
de sangre para poder desarrollar los huevos. Las preferencias de los vectores por diferentes
vertebrados, depende de cada especie y de los diferentes hospedadores disponibles.

Las moscas de la arena suelen reposar en areas oscuras y humedas, pudiendo ser
encontradas en habitaciones, nidos de pajaros, termiteros, agujeros en la arena, cuevas, etc...
Dentro de las diferentes especies, existen aquellas que son exofagicas y exofilicas, lo que
significa que se alimentan y desarrollan los huevos fuera de los nichos, mientras que hay otras
especies que son endofilicas, y por lo tanto desarrollan los huevos en los nichos. Esto es de
gran importancia para las estrategias erradicadoras, ya que a las especies endofilicas se las
puede intentar exterminar en sus nichos, pero en las especies exofilicas y exofagicas, no se

puede, ya que no se encuentra alli.
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Todos estos condicionamientos, explican la compleja epidemiologia de esta
enfermedad, que depende de las caracteristicas de cada especie, ambiente ecoldgico,
localizacion de los nichos, etc (20).

Cabe destacar que aunque la mayoria de las transmisiones son vector-mediante,
existen indicios de la posibilidad de trasmision vertical de madre a hijo(21)(22)(23), el
contagio a través de jeringuillas compartidas(24) y transfusiones sanguineas, aunque como
hemos mencionado, se tratan de modos de transmisién minoritarios.

En Espafa se han identificado dos especies de Phlebotomus capaces de trasmitir esta
enfermedad: Phlebotomus perniciosus y Phlebotomus ariasi, lo que condiciona la posibilidad
de transmision en toda la peninsula si se dieran las condiciones adecuadas. Se ha observado
que la distribucion de las dos especies de Phlebotomus es ligeramente diferente, con una
distribucion que comprende la practica totalidad de la peninsula para el P. perniciosus
(respetando la zona norte de la peninsula: Galicia, Asturias, Cantabria y Pais vasco) y una
distribucion con dos areas predominantes afectas (sur de Galicia 'y Castilla'y Leon, asi como

el litoral mediterraneo y Badajoz) para P. ariasi (25).

Distribucion geografica de Phlebotomus perniciosus y Phlebotomus ariasi en Espaiia

RS- N

Phlebotomus perniciosus Phlebotomus ariasi
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Figura 8: Extraida de “Review of the Current Situation and the Risk Factors of Leishmania

Infantum in Spain”. Berta Suarez Rodriguez et al.

Se ha observado que el riesgo de transmision también es diferente segin el momento
del dia, ya que los flebotomos presentan una actividad principalmente nocturna cuando las
temperaturas son ligeramente méas bajas y con mayor humedad.

En varios estudios realizados para calcular la tasa de infeccion de los flebotomos, los
datos muestran en Espafia, una tasa de infeccion entre un 0,4 y 4,6% (25), mientras que
durante el brote del Suroeste de Madrid de 2009 se describieron tasas mas altas. En 2012
existia una tasa de parasitacion de 2.4% que subié s6lo un afio después a 6.6%. Se realizaron
varios estudios para observar la densidad de flebotomos en el area del brote, objetivandose,
que la densidad era creciente: 16 moscas de arena/m?en 2008, 30 moscas de arena/m?en 2010
y 50 moscas de arena/m? en 2012 (14).

En Espafia existen tres patrones de presentacion clasicos, que incluirian el endémico
(en el que hay casos esporadicos donde el perro actla como reservorio), los casos asociados a
situaciones de inmunodepresién en pacientes trasplantados, en tratamiento con farmacos
bioldgicos o pacientes VIH positivos, y por ultimo los brotes epidémicos.

Los factores descritos que condicionan brotes epidémicos o simplemente el aumento
en el nimero de casos, estan relacionados con el aumento de la presencia de flebotomos
infectados. Son precisas tres condiciones epidemioldgicas al mismo tiempo; presencia de
flebotomos infectados, un animal que pueda actuar como reservorio, y que éstos estén en el
mismo espacio. Si el espacio geografico coincide con una zona urbana con muchos

habitantes, se dan las condiciones necesarias para un brote(25).
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3.3 El reservorio

El principal reservorio en Espafia es el perro. La mayoria de éstos son asintomaticos
(mas de un 50%), pero presentan la misma capacidad de trasmitir la enfermedad, lo que

condiciona que sean amplificadores del ciclo de trasmision(26)(27).

Los estudios de seroprevalencia realizados muestran que hay perros con serologia
positiva para L. infantum por toda la Peninsula e Islas, con una distribucion por todo el
territorio espafiol. Donde estd aumentada la cantidad de flebotomos y parésitos, la
seroprevalencia aumenta y esto puede relacionarse con un aumento de casos, ya que

aumentaria la probabilidad de exposicion a un vector infectado (28).

Durante el brote en el sur de Madrid, entre los afios 2011 y 2012, se realizaron pruebas
de deteccién de leishmania en perros, mostrando una prevalencia canina de leishmania de
aproximadamente un 5%. Como describe Arce A et al, se recogieron mas de 1000 perros
durante la campafia de vacunacion de rabia y tras realizar rk39 como prueba de deteccion de
leishmania, se observé una prevalencia del 1% en perros domésticos y 3.6% en perros
callejeros. En 2012, se realizaron estudios similares en 561 perros, con una seroprevalencia

estable de 1.6%(14).

Estos hallazgos condicionaron que se realizaran estudios de otros potenciales
reservorios como gatos, ratas, conejos y liebres, ante falta de evidencia de perros infectados.
De los estudios realizados (ver Tabla a continuacién), Ilamé la atencion la prevalencia de
leishmania de aproximadamente un 30% en las liebres y conejos. Estudios posteriores han
encontrado que la liebre es reservorio de Leishmania en otras zonas de Espafia (29) y estudios
de xenodiagndstico directo han demostrado que pueden transmitir el parasito a los flebotomos

tanto las liebres(11) como los conejos (30).
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Tabla 3. Prevalencia de Leishmania en Fauna silvestre ( PCR +)

e Numero de muestras Positivas (%)
2011 | 2012 2013 | 2014 2011 2012 2013 2014
Liebres | 33 142 61 55 | 11(33,3%) | 37 (26,1%) | 20(32,8%) | 19 (34,5%)
Conejos 22 55 131 88 3(13,6%) 4 (7,3%) 34 (26%) 29 (33%)
Gatos 6B 50 50 - 4 (5,8%) 3 (6%) B (12%}) -

Extraida de Documentos Técnicos de Salud Publica. Leishmaniasis en la comunidad de Madrid. Subdireccion
de promocion de la salud y prevencion. Direccién General de Atencion Primaria. Junio 2015.

Esta condicion de aparicion de nuevo reservorio, actia como un factor de
reemergencia de enfermedades vectoriales, ya que favorece su diseminacién. La implicacion
de este reservorio, que donde habita (el suroeste de Madrid), no tiene préacticamente
depredadores, asi como la cercania a zonas residenciales y parques donde transita gran

cantidad de poblacién, ha facilitado que el brote alcance una gran magnitud.

3.4 Fluctuaciones en la incidencia y periodicidad de los brotes

Dentro de la epidemiologia de la leishmaniasis, existen grandes fluctuaciones en la
incidencia, es decir, en la cantidad de nuevos casos de leishmania que se registran a lo largo
de un periodo de tiempo. Esto es debido a varios factores; como factores climéticos,
movimientos poblaciones, la variacion en las poblaciones de vectores y reservorios, etc...
pero sin duda, el factor mas importante involucrado en esta variabilidad, es el ciclo anual de
los vectores.

Este ciclo, varia dentro de cada especie, y en paises con climas tropicales se pueden
encontrar moscas de arena durante todo el afo. Phlebotomus perniciosus presenta una
actividad que varia con la altitud y la latitud. Es una especie zooantropofila, y su actividad
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comienza en febrero y termina en diciembre. En las zonas del norte de Espafia, el periodo de

actividad varia ligeramente, comenzando en mayo y acabando en noviembre.

Gréfico 1. Brote comunitario de leishmaniasis en la zona suroeste de la Comunidad de Madrid. 2009-2014.
Curva epidemiolégica segun forma de presentacién, por mes de inicio de sintomas (actualizada a 07/11/2014).
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Debido a esta variacion en funcion de altitud y latitud, en Espafia, los periodos con
mas riesgo para la trasmision son junio y julio, pero también finales de septiembre y
principios de octubre.

Durante el brote declarado desde 2009, hemos podido observar una relacion temporal,
pudiendo observar, que aunque hemos tenido casos durante todo el afio, existe un claro pico
de nuevos casos entre los meses de diciembre, enero y febrero. Como se puede observar en el
Grafico 1, los meses de mayor actividad del flebotomo coinciden con los meses de verano,

desde mayo a octubre, con la aparicion de un pico de casos unos meses después, en probable
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relacién con el periodo de incubacion, que en la literatura se objetiva que tiene un rango muy

amplio, entre 1 mes y dos afios.

4. Patogenia

La leishmaniasis presenta una patogenia similar a otras infecciones intracelulares
como la lepra o la tuberculosis. Al producirse la infeccion se pone en marcha el sistema
inmunitario que en funcion de diferentes factores que todavia no han sido completamente
clarificados, presenta una respuesta u otra, pudiendo en Gltima instancia contener la infeccion,
o0 por el contrario, que se disemine, provocando la leishmaniasis visceral.

En la leishmaniasis visceral es raro encontrar lesiones cutaneas ni amastigotes en la
piel. Se produce una invasion del bazo y el higado, asi como de nédulos linfaticos y médula
Osea. Existen varios factores implicados en el desarrollo de una respuesta u otra, uno de los
mas importantes es la malnutricion (31), que favorece el desarrollo de una respuesta
inmunitaria inadecuada, favoreciendo el progreso a leishmaniasis visceral (32).

La respuesta celular asociada a un buen control de la infeccién desarrolla una
proliferacion de linfocitos T CD4*, con una respuesta a través de la via Thi que sintetiza
Interferon-y e 1L-12 (33)(34). Estas dos citoquinas son de vital importancia para desarrollar
una buena defensa contra la infeccién, y los estudios de laboratorio sobre modelos murinos
han objetivado que en la enfermedad diseminada se encuentran ausentes.

El Interferén-y activa a los macréfagos para la destruccion de los parésitos en los
fagolisosomas, a través de la produccién de dxido nitrico, por una via L-arginina dependiente,

y activando mecanismos oxidativos (35).
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Cuando no se desarrolla la via de respuesta Th: porque se encuentra inhibida, la
enfermedad progresa, presentandose clinicamente como leishmaniasis visceral. En estudios
in-vitro frente a antigenos de leishmania, se ha visto que no se sintetizan Interferon-y ni IL-
12, y las células mononucleares no se desarrollan. Sin embargo, durante la leishmaniasis
visceral si se producen una gran cantidad de anticuerpos contra leishmania, pero el problema
es gue no son activos y no confieren proteccion. Esta respuesta ineficaz, se ha vinculado a la
produccion de una activacion policlonal de células B, y a un aumento de sintesis de TGF-f e
11-10.

De manera general consideramos que la via de respuesta Thi se relaciona con una
respuesta inmunoldgica celular, mientras que la respuesta Th, desencadena una respuesta
humoral muy potente, pero que acaba siendo ineficaz. En la realidad existen estudios que
muestran que las respuestas son mucho mas complejas de lo que se pensaba, con citoquinas
sintetizadas por ambas vias que tiene accion protectora y que interactlian unas con otras.

En la via Thy, como ya he mencionado, se produce un aumento de sintesis de I1L-12,
por macrofagos, pero también es sintetizada en grandes cantidades por células dendriticas. La
IL-12 (favorecida a su vez por la sintesis de 1L-18), activa las células Natural Killer (NK) que
producen una liberacion temprana de interferon-y activando la respuesta inmunitaria innata, y
posteriormente favoreciendo un viraje hacia una respuesta Thi. La principal fuente de
interferon-y son los T CD4", pero se ha observado que los T CDs", pueden tener un papel
principal en dicha sintesis, en las infecciones por L.major, L.donovani y L.amazonensis (36).

La respuesta Thy, vinculada con la produccion de IL-4, estd asociada a un mal control
de la enfermedad, y como hemos comentado previamente, favoreciendo una evolucion a
leishmaniasis visceral (37). En los estudios iniciales, se creia que esto era debido a que se

producia un respuesta IL-4 mediada y una contraregulacion de la respuesta inmune que
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frenaba la respuesta Thy mediada. En estudios recientes, se ha demostrado que esto no es
exactamente asi, y que la enfermedad evoluciona de esta manera por una incapacidad para
que se active la via Thy como resultado de una incapacidad de producir IL-12 ni de responder
aella. Y este hecho es independiente de que la respuesta Thy esté o no activada.

Aunque se sabe que la IL-4 puede inhibir la produccion de IL-12, estudios recientes
han demostrado que existen otros mecanismos, IL-4 independientes que puede producir esta
disminucion de IL-12, y de hecho, estudios en modelos murinos deficientes en IL-4,
demostraron que se podia generar una respuesta Thz sin que exista produccion de 1L-4, lo que
claramente demuestra otros mecanismos implicados en la activacion de la via Thy,

La leishmaniasis visceral, presenta una presencia de mezcla de citoquinas de las vias
Th1/Thy, detectandose tanto Interferon-y como IL-4 o IL-13. De hecho, se han encontrado
ambas respuestas (Th: y Thz) con sintesis tanto de Interferon-y como de IL-4 en paciente
curados.

Esto pone de manifiesto que la regulacion de la respuesta inmunitaria en la
leishmaniasis visceral es muy compleja, e interactla de numerosas formas, todavia muchas,
hoy por descubrir. Evidenciandose también las diferentes respuestas segun cada especie, que

probablemente condicione en el futuro, abordajes terapéuticos diferentes (38).
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5. Manifestaciones clinicas: Leishmaniasis visceral

La leishmaniasis visceral cursa con afectacion de diversos 6rganos internos. A
diferencia de las presentaciones cutaneas, existe una afectacion principalmente del higado, el
bazo y la médula 6sea, que explican los sintomas y hallazgos més frecuentes.

Cabe destacar, que tradicionalmente, se ha incluido dentro de las presentaciones
viscerales, la leishmaniasis ganglionar. En nuestra experiencia, durante el brote de
leishmaniasis del suroeste de Madrid, se diagnosticaron 28 pacientes con adenopatias, pero
sin ningun sintoma sistémico. Estos pacientes evolucionaron de manera excelente, incluso con
3 pacientes que se curaron espontaneamente, y el resto presentando buena evolucion con dosis
mas bajas de anfotericina B liposomal que para leishmaniasis visceral clésica (entre 10 y 21
mg/kg) y sin recurrencias (39). Esto plantea la necesidad de realizar nuevos estudios dado que
parece presentar una evolucién méas benigna y mas parecida a la leishmaniasis cutanea.
Excluyendo estos casos de nuestra casuistica de leishmaniasis visceral, la presentacion
clinica es similar a la descrita en la literatura, con algunas particularidades que seran
desarrolladas méas adelante en el apartado correspondiente.

La leishmaniasis visceral presenta una clinica similar en todas las &reas endémicas. El
periodo de incubacién es muy variable, y aunque lo méas habitual es que comprenda entre 2 a
8 meses, estan descritos periodos de incubacion més cortos de hasta 10 dias, y también mas
largos, hasta 2 afios después de la exposicion. En el caso de haber estado expuesto, cabe la
posibilidad de desarrollo de sintomas afios después, si existe alguna circunstancia que
conlleve una inmunodepresion (40).

Se han descrito casos de reactivacion de leishmania en pacientes que desarrollan
SIDA, en pacientes sometidos a tratamiento inmunodepresores como metotrexato, corticoides

y anti TNF, y también en pacientes que han necesitado ser trasplantados (41)(42). Por este
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motivo, todo paciente que haya nacido, viajado o residido en zona endémica de leishmaniasis,
tendria la potencialidad de desarrollar la enfermedad si estuviera expuesto a un agente
inmunosupresor.

La presentacion tipica es una aparicion subaguda o crénica de debilidad generalizada,
fiebre, pérdida de apetito y de peso. La fiebre suele ser intermitente, descrita clasicamente
como bien tolerada (43). En algunos casos de desarrollo de la clinica de meses de evolucion,
puede encontrarse distension abdominal secundaria a hepatoesplenomegalia.  Esta
presentacion clinica insidiosa, condiciona que en paises mas pobres o con menor acceso a
atencion sanitaria, los pacientes tarden mucho en consultar, retrasandose mucho el
diagnostico.

Las personas con una presentacion aguda, con inmunidad afectada, ya sea por
cualquier causa, suele presentar un inicio muy agudo de los sintomas, con fiebre muy alta,
escalofrios, y una periodicidad que en zonas endémicas puede confundirse con malaria.

Se produce una hepatoesplenomegalia que a la exploracion es blanda y no dolorosa, y
en ocasiones puede llegar a ser muy llamativa. En paises donde existen altas tasas de
malnutricion, no es dificil observar edemas, sobretodo en nifios. En los casos mas avanzados
en los que no se ha entrado en contacto con servicios médicos y la enfermedad estd muy
avanzada, se puede observar sangrado a diferentes niveles, con predominio de epistaxis,
sangrado gingival y petequias en extremidades.

Las muertes se producen sobretodo en paises con bajo nivel de acceso a atencion
sanitaria o en pacientes que han presentado una larga evolucion clinica. La causas principales
de muerte se deben principalmente a sobreinfecciones bacterianas (sobretodo neumonia y
sepsis), tuberculosis, y también a desnutricion o hemorragias secundarias a la pancitopenia

(44).
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En las pruebas de laboratorio se observa anemia, leucopenia y trombocitopenia.
Destaca también una hipergammaglobulinemia (45) y en nuestra experiencia, hay una
elevacion muy importante de ferritina ( >1000 nug/l) como reactante de fase aguda, con
valores muy elevados que pocas enfermedades presentan, y que podrian ayudar en un
diagnostico diferencial.

La anemia estd practicamente presente siempre y es normocitica y normocrémica. Se
cree que es debida a varios factores, entre ellos a cierto grado de hemdlisis, secuestro en el
bazo e inhibicion de su produccion a nivel medular. La neutropenia se encuentra también
presente en casi todos los casos, se cree que pueda haber un secuestro a nivel esplénico y
cierto componente autoinmune todavia no clarificado.

A nivel analitico se pueden encontrar transaminasas elevadas y elevacion de la
velocidad de sedimentacion globular (VSG) asi como la proteina C reactiva ( PCR).

Existen manifestaciones mas atipicas de las que hemos tenido casos en nuestra serie,
con afectacion renal por aparicion de glomerulonefritis por inmunocomplejos(46),
presentaciones mucocutaneas tipicas de otras especies (47), e incluso presencia de parasitos

en colon, mucosa esofégica y pulmén.

6. Técnicas diagndsticas de Leishmaniasis visceral para L. infantum

Existen varias técnicas diagnosticas para la leishmaniasis visceral que dependiendo de
la zona y la expresividad clinica, situacion inmunitaria, etc... presentan unas sensibilidades y
especificidades ligeramente diferentes.

Segun la OMS/WHO, el diagnostico de un caso de leishmaniasis visceral implica la
presencia de clinica (fiebre irregular prolongada, esplenomegalia y pérdida de peso) asociado

a la positividad de una técnica serologica (IFAT, ELISA, rK39 o test de aglutinacion directa)
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o0 la demostracion del parasito por visualizacion del mismo o por deteccion de DNA por una
técnica de PCR (Polimerase Chain Reaction).

Las técnicas parasitoldgicas tienen como objetivo demostrar la presencia de parasitos
en los tejidos. Los principales tejidos elegidos para la visualizacion de los parasitos son el
aspirado medular (48) y el tejido esplénico (49). También pueden llegar a visualizarse
parasitos en biopsias de adenopatias (50), higado, e incluso en sangre periférica, sobre todo en
pacientes VIH positivos con altas cargas parasitarias (51).

En nuestro medio, el aspirado de médula dsea es la muestra mas habitual. Se observan
los amastigotes, que son redondos, de unos 2-3 um, que se pueden observar en el interior de
los macréfagos y monocitos. La sensibilidad de esta técnica, segun la diferente literatura,
oscila entre un 40-85% (52). Estas sensibilidades aumentan de manera muy significativa si la
muestra es de tejido esplénico, ya que este es lugar donde existe mayor presencia de parasitos,
pero la alta morbilidad (y en ocasiones mortalidad) de esta técnica ha condicionado que en
Europa se prefiera realizar aspirado medular.

No obstante, en la literatura existente, la tasa de complicacion tras puncion esplénica
no es tan alta (menos de 0,1%), con sensibilidades superiores al 95%, siempre y cuando la
coagulacion sea normal (> 40.000 plaquetas y tiempo de protrombina > de 5 s el control) y
sea realizada por personal formado (49).

El cultivo de las muestras obtenidas aumenta la sensibilidad, pero son necesarias
semanas para obtener el diagndstico. Dos o tres gotas del material (aspirado medular,
esplénico o adenopatico) se inocula en medios de crecimiento, y es mantenido a 22- 28°C. Se
analiza semana a semana la presencia de promastigotes, y si a las 4 semanas no se objetiva

crecimiento de parasitos, se da como resultado negativo.
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Uno de los métodos mas utilizado en el momento actual es la PCR, siendo actualmente
la técnica de referencia en nuestro medio, y aunque puede detectarse en cualquiera de los
organos afectos, es muy rentable en sangre periférica (53). La realizacion de este tipo de test
en buffy coats (preparados a partir de un centrifugado de sangre total) en vez de realizarlos en
una muestra de sangre completa, se observd que aumentaba la sensibilidad de manera
sustancial.

Se ha intentado utilizar la PCR como prueba diagndstica para diferenciar una nueva
infeccion de una recaida, y como test de cura, con resultados variables (54)(55). En pacientes
con PCR positiva tras tratamiento, es mas probable el desarrollo posterior de una nueva
recaida, pero el hallazgo de pacientes con PCR persistentemente positiva que no desarrollan
sintomas sugieren una limitacion a este respecto, y se ha especulado con que esta positividad
esté ligada a una persistencia del parasito pero en una forma no viable, de modo que no
condiciona enfermedad.

El gold standard del diagndstico son los métodos parasitologicos, pero dado que
precisan de largo tiempo (como el cultivo en medio NNN) o de especialistas entrenados
(como la PCR o la visualizacion de los parasitos), se intenta avanzar en la utilizacion de
técnicas seroldgicas mas faciles de realizar, y con porcentajes aceptables de sensibilidad y
especificidad.

Dentro de las técnicas de inmunodiagndstico, tenemos aquellas basadas en la
deteccidn de antigeno, y aquellas que detectan el anticuerpo. Aquellas técnicas basadas en la
deteccidn de antigenos presentan una mayor sensibilidad que las que detectan anticuerpos ya
gue existen enfermedades o estados inmunitarios que condicionan una baja produccién de
anticuerpos, por ejemplo, el VIH, lo que hace que se hayan descrito sensibilidades mas bajas

en estos pacientes con estas técnicas(56)(57). Ademas presentan en ocasiones falsos positivos
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0 positivos cruzados con enfermedades muy prevalentes en areas endémicas (como
tuberculosis, Chagas, etc...), y en ocasiones precisan de condiciones de laboratorio caras y

sofisticadas.

Se han desarrollado técnicas para la deteccion de fracciones polipeptidicas de
leishmania en orina con resultados muy variables. Se han descrito en la literatura una
sensibilidad entre 65-96% Yy una especificidad del 100% en la técnica de latex en orina
(KATEX)(58), pero hacen falta mayores estudios en esta linea ya que solo se han realizado 6
estudios en total(58)(59)(60), con unos resultados globales de una sensibilidad del 63.6%
(95% IC 40.9 a 85.6) y una especificidad del 92.9% (95% IC 76.7 a 99.2) segun fuentes de
Cochrane(61). Los estudios realizados en el este de Africa e India, confirman una sensibilidad

del test baja, por lo que se necesita desarrollar més la técnica.

Dentro de las técnicas para la deteccion de anticuerpos cabe mencionar la deteccion
mediante aglutinacion directa (DAT), que es una técnica sencilla y se ha utilizado en
determinados laboratorios en areas endémicas (62)(63), por ejemplo por parte de Médicos Sin
Fronteras en Sudan(64)(65). Si los pacientes presentaban altos titulos, se les proporcionaba
directamente tratamiento, y si presentaban titulos bajos, se procedia a realizar estudios
parasitologicos. Los diferentes estudios realizados cifran la sensibilidad de esta técnica
entorno a un 91-100% con una especificidad de un del 72-100%. A pesar de los buenos
resultados, el hecho de su baja reproducibilidad entre diferentes estudios y falta de
homogenizacién a la hora de la interpretacion de los resultados, la fragilidad del antigeno y la

necesidad de cadena de frio, la hacen una técnica cada vez menos usada.

La IFAT ( inmunofluorescencia indirecta) es la técnica seroldgica de eleccion para el

diagndstico en pacientes inmunocompetentes en areas con recursos, mostrando sensibilidades
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de 89-91% y especificidades de entorno un 100%(66)(67).

Otra técnica serologica utilizada es un andlisis mediante ELISA con un antigeno
soluble (CSA), que es el mas comUnmente utilizado, con sensibilidades que van desde un 80 a
un 100%, pero con problema de reacciones cruzadas muy frecuentes con enfermedades
endémicas de paises con alta prevalencia de leishmania como tuberculosis, tripanosomiasis y

toxoplasmosis.

Ante la dificultad de realizacion de ciertas técnicas y la necesidad de personal
cualificado, se han estado realizando diferentes estudios para desarrollar otras técnicas, que
puedan ser faciles de realizar, baratas y estandarizadas. Dentro de este tipo de técnicas hay
que destacar la utilizacion de la proteina recombinante rk39 de L. chagasi que se ha utilizado
para crear test inmunocromatograficos y a través de técnicas de ELISA para diagnostico

rapido y fiable de la leishmaniasis visceral.

En un metanalisis realizado por Zuinara et al(66), tras analizar 13 estudios con mas de
5.500 pacientes incluidos, estos autores concluyen que el analisis de la proteina rk39, ya sea
con un “ strip test” o mediante ELISA, asi como la aglutinacion directa (DAT), son las

mejores técnicas actuales de las que disponemos para el serodiagnéstico de la leishmaniasis

visceral.

En situaciones de dificultad técnica en el terreno, el uso de “strip test” es de gran
utilidad, ya que resulta facil de usar; hay que colocar 1-2 gotas de sangre del paciente y
cuando se observan dos bandas de reactivas ( una de control y la otra diagnostica), como se
puede observar en la imagen inferior, se puede considerar resultado positivo. Es un test barato
(1-1.5 dolares) y puede ser realizado e interpretado por personal no médico, lo que le

convierte en una técnica muy valiosa para numerosos paises.

32



Figura 9. Técnica de rapida de rK39 y DAT extraido del articulo de Chappuis et al. en

“ Visceral leishmaniasis: What are the needs for diagnosis, treatment and control?”
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Como conclusion, la herramienta diagnoéstica a utilizar ha de ser elegida en base a las
caracteristicas del medio en el que nos encontramos, dependiendo del tipo de laboratorio al
gue podemos acceder, y siempre teniendo en cuenta la clinica y caracteristicas del paciente,
de manera que podamos valorar los resultados de manera precisa y valorar en funcion de esto,
si se precisan pruebas mas invasivas, si los resultados son fiables a la hora de descartar la
posibilidad de diagndstico, o si por el contrario, al recibir un resultado negativo hay que ir

mas alla.

En nuestro contexto, hemos podido observar que durante los afios que ha durado el

brote, el proceso diagndstico ha ido cambiando, al haber reconocido que nos encontrdbamos
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en un momento de alta endemicidad de leishmaniasis, esto se detallard méas adelante en el

apartado de resultados.

7. Tratamiento de Leishmaniasis visceral por L. infantum

Segun el informe de la OMS/WHO de 2010 con respecto al tratamiento de la
leishmaniasis visceral, no se debe tratar a ningin paciente hasta que no tenga un diagnéstico

confirmado de leishmaniasis (6).

Existen diversos tratamientos aprobados para el tratamiento de la leishmaniasis
visceral, y segin el &rea donde estemos trabajando y las caracteristicas clinicas de los
pacientes habra que utilizar uno u otro tratamiento. En las ultimas décadas también han
comenzado a preocupar la aparicion de resistencias a determinados farmacos y se estan
realizando estudios que evallan la posibilidad de terapias combinadas para reducir las tasas

de resistencias(68)(69).

La primera droga utilizada para éste propdsito, y que sigue siendo de primera linea en
muchos casos, son los antimoniales pentavalentes. Existen dos tipos disponibles, el
antimoniato de meglumina (Glucantime®) y el estibogluconato de sodio (Pentostam ®). Son
medicaciones que se puede utilizar por via intramuscular, intravenosa o intralesional en la

leishmaniasis cutanea.

Son una familia de medicamentos que no son bien tolerados por la alta tasa de efectos
secundarios. La inyeccion intramuscular es extremadamente dolorosa por lo irritante de la
sustancia y la necesidad de inyectar altas cantidades. Los pacientes presentan de manera
frecuente, nauseas, vomitos, dolor abdominal, mialgias y dolor de cabeza. Se han descrito
efectos secundarios importantes como prolongacion del QT y otras alteraciones
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electrocardiogréaficas, elevacion de enzimas hepaticas y lipasa, asi como anemia y

trombopenia(70)(71).

El principal problema de los antimoniales, ademas de los efectos secundarios, es la
aparicion de zonas con alta resistencia, por ejemplo en algunas zonas de India (estado de
Bihar) y Nepal, donde la tasas iniciales de curacion de los antimoniales que solian ser de >
90% en las ultimas décadas ha bajado a menos de un 40% en determinadas regiones. Hasta
hace unos afios, no se sabia exactamente el porqué de este descenso, y parecia no estar
directamente ligado a la resistencia del parasito, pero durante los ultimos afios se han ido
identificando los diferentes mecanismos de resistencia intraparasitaria que parece estar en
relacién con enzimas que disminuyen de manera intracelular la cantidad del farmaco(72)(73).
Aun asi, parece que aumentando la dosis y el tiempo de administracion, se aumenta la
posibilidad de éxito terapéutico. Teniendo en cuenta estos datos, los antimoniales

pentavalentes siguen siendo de primera linea en casi todo el mundo.

En Espafia en los Gltimos afios se consideraba de primera linea dicho tratamiento, a
una dosis de 20 mg/kg /dia intravenoso o intramuscular durante 28 dias con un maximo de
850 mg/dia de tratamiento, aunque esta limitacion ha sido discutida en algunos estudios(74).
Actualmente se utiliza de manera méas habitual el tratamiento con Anfotericina B liposomal,
sobretodo en paciente con mucha inmunosupresién o patologias que contraindiquen los

antimoniales por sus efectos secundarios.

La segunda droga recomendada, y de amplia utilizacién, es la Anfotericina B
deoxicolato (Abelcet ®). Durante la década de los 90, se realizaron multiples estudios que
cifraban la tasa de éxito del tratamiento entorno a 98-100% y un 92% tras fallo de primera

linea con antimoniales. Durante este tiempo se han realizado estudios para intentar hallar la
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menor dosis efectiva y regimenes de administracion que favorecieran la realizacion del
tratamiento completo (75). Tras muchos estudios, se comprobo6 que la dosis de 0.5 mg/kg/dia
era suficiente (se habia comenzado con dosis que doblaban esta cifra) y se observé que con 14

dias de tratamiento a dias alternos, la tasas de curacién no variaban (76).

No obstante, en Europa, la anfotericina deoxicolato ha sido rapidamente sustituida por
Anfotericina B liposomal que presenta menores efectos secundarios, aunque es mucho mas
cara. La anfotericina deoxicolato presenta efectos secundarios frecuentes como escalofrios y
fiebre durante la infusion, flebitis e insuficiencia renal que son menores en su presentacion

liposomal, que presenta mejor tolerancia.

En paises con alta tasa de resistencia a antimoniales como son India y Nepal, se utiliza
frecuentemente como primera linea la anfotericina deoxicolato, por su eficacia y menor coste,

a unas dosis de 0.75-1 mg/kg en unas 15-20 infusiones, diariamente o a dias alternos.

En Europa, la medicacion mas utilizada como primera linea es la Anfotericina B
liposomal (Ambisome®). Sobre las dosis a utilizar, existen numerosos estudios que han

estudiado la dosis minima eficaz y diferentes pautas.

Existen estudios realizados en la India, en Kenia, Sudan y sur de Europa con
resultados variables(77)(78)(79). Parece deducirse por los resultados que en el area de la India
y Nepal, dosis bajas (unos 15mg/kg en total durante 3-5 dias) ofrecen una tasa de éxito
cercana al 100%, e incluso en dosis Unica de 10 mg/kg con una ausencia de enfermedad a los
6 meses en el 95-96% de los pacientes. Estos buenos resultados no parece que puedan
obtenerse en el Este de Africa, donde los estudios con dosis que ofrecian buenos resultados en
India (20 mg/kg) , no llegan a un 88% de curacion y si se baja la dosis a 12 mg/kg, no se

Ilega al 50% de curacion (78).
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En la cuenca Mediterranea se han realizado estudios con dosis de entre 3-5 mg/kg/dia
hasta 20 mg/ kg. Existen estudios tanto en Grecia como en lItalia, donde se observan tasas de
curacion de entre un 95-100%, incluso con pautas de tratamiento corto de dos dias con una

dosis total de 20 mg/kg (80)(81).

Dada la aparicion de resistencias, se han realizado diversos estudios para encontrar
nuevas drogas que sean Utiles. De entre ellas cabe destacar la paramomicina, miltefosina, la

pentamidina y algunos derivados de los azoles.

La paramomicina es un aminoglucosido que se ha testado sobretodo en la India. Tiene
un perfil de seguridad aceptable, con efectos secundarios que incluyen ototoxicidad reversible
en un 2%, elevacion de transaminasas y dolor en la zona de inyeccion, ya que se administra

principalmente de manera intramuscular(82).

En estudios realizados en India, se ha observado que dosis de 15 mg/kg de sulfato de

paramomicina durante 21 dias consigui6 tasas de curacién de entre un 93-95% (83).

Curiosamente, una vez mas, en el este de Africa, incluso con una dosis aumentada a
20 mg/kg, s6lo se consiguieron tasas de curacion de entorno un 85% con una duracién
también de 21 dias (84). Existen bastantes estudios de terapia combinada, donde la adiccion
de paramomicina, mejora las tasas de curacion frente a la administracion unica, por ejemplo,
de antimoniales(85)(86). Esta droga no ha sido testada en al Area Mediterranea, y de hecho

en Espafia es muy dificil de conseguir.

La miltefosina comenzo a estudiarse hace unos 10-15 afios, con la ventaja fundamental
de ser la primera droga para la leishmaniasis visceral que podia administrarse por via oral. Se

ha realizado estudios en la zona de la India y Nepal asi como en el Este de Africa,
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confirmandose la eficacia en varios estudios, pero con limitaciones (87). El principal
problema derivado de la utilizacion de este medicamento estriba en la aparicion de recidivas.
En estudios realizados en India, se observo una tasa aceptable de curacion (94-97%) con dosis
orales de 2.5 mg/kg/dia durante 28 dias (88) e incluso con tratamientos mas cortos (89)(90).
El hecho de que se administre oralmente supone la posibilidad de que, tras una mejoria clinica
inicial, los pacientes dejen de tomar el tratamiento y por lo tanto fracasen en la curacion,

aumentando también la posibilidad de resistencias y recaidas.

En estudios realizados en el norte de Etiopia, se observaron tasa de éxito aceptables
para inmunocompetentes, pero en pacientes VIH, la tasa inicial de cura fue de un 78%
aproximadamente (91). Debido a todo esto la miltefosina es sobretodo utilizada en terapia
combinada, donde mejora los resultados y disminuye la posibilidad de desarrollo de
resistencias. La miltefosina es tolerada aceptablemente, como efectos secundarios principales,
se describen nauseas y anorexia, asi como diarrea, pero todos estos sintomas, mejoran a la
largo de la toma del tratamiento (92). Cabe destacar que la miltefosina es muy teratogénica,
por lo que hay que asegurar la contracepcion en pacientes que tomen este tratamiento hasta 3-
5 meses después de la finalizacion del tratamiento (93). Como ocurre con la paramomicina,

no existen estudios realizados en el Area Mediterranea.

La pentamidina es una medicacién de uso limitado dados sus efectos secundarios. Se
administra en infusién e intramuscular, y se ha utilizado como tratamiento de segunda linea
en la india en el estado de Bihar para tratar leishmaniasis visceral asi como en areas del este
de Africa para tratar leishmaniasis visceral resistente y recidivas (94)(95). A lo largo de los
afnos se ha objetivado una descenso de su eficacia, lo que unido a sus efectos secundarios

graves como diabetes mellitus insulin-dependiente, shock, hipoglucemia e incluso
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fallecimientos en relacion con el tratamiento, hace que sea una droga que practicamente ya no

se utiliza (96).

Se han intentado esquemas con tratamientos orales con alopurinol y diferentes
derivados azodlicos (fluconazol, itraconazol, etc...) con resultados diversos sin que en el

momento actual haya una evidencia que justifique su uso (96).

Dado el numero no desdefiable de recidivas que presenta la leishmaniasis, asi como
casos de resistencia o incapacidad para conseguir curar un primer episodio de leishmaniasis,
se estan realizando numerosos estudios para comprobar si la pautas de terapia combinada
presentan mejores resultados que en monoterapia. Todos los estudios actuales han sido
realizados en India y Este de Africa, y por lo tanto en leishmaniasis visceral por L. donovani,
sin poder extrapolarse estos resultados a la Cuenca Mediterranea, donde el menor nimero de

casos dificulta la realizacion de estudios propios.

Los objetivos de las terapias combinadas son reducir la duracién del tratamiento, y por
lo tanto, mejorar el perfil de toxicidad, reduciendo efectos secundarios indeseables y

mejorando la tolerancia y el cumplimiento terapéutico.

Es también muy importante reducir los costes de los tratamiento, ya que un gran
namero de los pacientes viven en paises con grandes dificultades econémicas para costear
estos tratamientos. Por Gltimo, se intentan reducir la seleccion de parasitos resistentes para

que las drogas de las que disponemos sean lo mas eficaces posibles durante muchos afos.

Se han probado las siguientes combinaciones (97):

1. Dosis unica de Anfotericina B liposomal (IV) 5 mg/kg + Miltefosina oral durante 7—
14 dias a una dosis para adultos > 50 kg de 150 mg/dia.
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2. Dosis unica de Anfotericina B liposomal (IV) 5 mg/kg + Paramomicina i.m 15 mg (
11 mg base)/ kg/ dia durante 10 Dias.

3. Miltefosina oral + paramomicina i.m 15 mg ( 11 mg base)/ kg/ dia durante 10 dias.

4. Estibogluconato de sodio o antimoniato de meglumina ( im o iv) 20 mg Sh¥*/kg/dia

durante 17 dias + paramomicina im 15 mg ( 11 mg base)/ kg/ dia durante 17 dias.

Los tres primeros regimenes, se han basado en estudios realizados principalmente en la
India (98)(99)(100), mientras que la cuarta pauta, se basa en estudios realizados en el este de

Africa ( Sudan, Kenia, Uganda, Etiopia...)(86)(85).

Estos estudios se han realizado principalmente en pacientes no VIH. En pacientes que son
VIH positivos, existe una menor respuesta a los tratamientos y mayor riesgo de recidivas.
Este tema, se desarrollara méas adelante, cuando se hable de las especificidades de la

leishmaniasis visceral en estos pacientes.

8. La coinfeccion: Leishmania visceral en pacientes VIH.

El primer caso notificado de leishmaniasis asociado a VIH fue en el afio 1985, y a éste
le siguieron miles de casos de coinfeccion leishmania/VIH. Posteriormente, tras la
introduccion del HAART (siglas en inglés de Tratamiento Antirretroviral de Gran Actividad),
los casos han disminuido sobre todo en Europa, constituyendo todavia un inmenso problema
en el resto de los paises.

Por la clara interconexidn entre la patogenia de ambas enfermedades, el hecho de estar
coinfectado, supone una peor evolucion de las dos enfermedades, con dificultades para el

diagnostico y el tratamiento.
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8.1 Epidemiologia y datos estadisticos de la coinfeccion LEISHMANIA/VIH en el mundo

El VIH sigue siendo una de las enfermedades con mayor impacto sobre las
poblaciones y su desarrollo. Segun los Gltimos datos de la OMS, en 2013 unos 35 millones de
personas vivian con VIH.

De éstos, 12.9 millones tienen acceso a terapia antirretroviral, representando un escaso
37% de todas las personas diagnosticadas. En Africa subsahariana, existen 24,7 millones de
personas que viven con VIH, y en esta region, se concentra casi el 70% de todas las nuevas
infecciones en todo el mundo.

En Asia y el pacifico, existen 4.8 millones de persona con VIH, y en América Latina
1,6 millones. En Europa y Norte América, existen unos 2.3 millones de personas infectadas.

En estas regiones, los pacientes se encuentran expuestos a su vez a otras infecciones
dado que, a nivel geografico, se solapan con areas donde existen vectores transmisores de
otras enfermedades, como en este caso, la leishmaniasis.

La pandemia de VIH ha condicionado una profunda transformacion de la historia
natural de la leishmaniasis. La infeccion VIH incrementa el riesgo de padecer leishmaniasis
visceral, multiplicando el riesgo entre 100 y 1000 veces en zonas endémicas (4)(101).
Ademas, condiciona a su vez una peor respuesta al tratamiento y aumenta la posibilidad de
recaida. La leishmaniasis visceral, facilita la progresion de la infeccién VIH y la evolucién y
desarrollo de situaciones y enfermedades definitorias de SIDA (102). Esto es debido a que las
dos enfermedades tienen como objetivo las mismas células, y de manera sinérgica atacan al
sistema inmune.

La coinfeccion Leishmania/ VIH ha sido declarada en 35 paises y supone entre un 2%-
12% de todos los casos de leishmaniasis visceral. Con este tipo de datos, es de suponer que la

tasa de coinfeccion ird aumentando en los proximos afios. Ademas existe una infraestimacion
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notoria en los datos, ya que la leishmaniasis no esta dentro de la lista de enfermedades
oportunistas del CDC y por lo tanto los casos que son notificados, son pocos (103).

La mayoria de la notificacion de casos, proviene del sur de Europa. Hasta el afio
2001, de los mas de dos mil casos notificados, el 90% provenian de Francia, Espafia, Italia y
Portugal (104). Evidentemente, esto es explicado porque el resto de paises que presentan el
mayor nimero de pacientes coinfectados, carece de sistemas de notificacion y en ocasiones la
leishmaniasis ni siquiera puede llegar a ser diagnosticada, o se confunde con otras
enfermedades endémicas de esas areas, como por ejemplo, la malaria (105).

En Asia (sobre todo la India) existe a dia de hoy el mayor foco de leishmaniasis
visceral del mundo, y esto conlleva una gran cantidad de casos de pacientes coinfectados
(106). Las cifras oficiales estiman un aumento progresivo de las tasas de coinfeccion que
cifraban en el afio 2000 en un 0.88% y que ha aumentado a un 2.18% en los ultimos datos de
2006. Se cree no obstante que existe una baja notificacion, y existe gran preocupacién ya que

estan apareciendo casos en paises vecinos como Nepal.

En América del Sur el principal pais afectado es Brasil donde durante los ultimos afios
vienen aumentando progresivamente las cifras de coinfeccion, gracias a un buen sistema
notificador de ambas enfermedades, y actualmente presentan un 0.1% de los casos de
coinfeccion (107)(108). Si bien hay que recordar que en Brasil las presentaciones clinicas mas
frecuentes son la cutanea y mucocutanea, cuya historia natural también se ha visto modificada
por el VIH, con mayor nimero de presentaciones atipicas y peor evolucion y respuesta al

tratamiento.

En Africa los datos son muy variables. Los paises principalmente afectados son

Sudan, Etiopia, Kenia, Uganda y Burkina Faso (109). Existen areas muy afectadas por altas
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tasas de coinfeccidn, como por ejemplo Humera en Etiopia, con un 15-30% de coinfectados
(110). En estas areas, es vital el refuerzo de estrategias que aumenten el acceso a terapia
antiretroviral para mejorar la evolucion de ambas enfermedades. En estos paises que
presentan tasa altas de infeccidn por VIH, la existencia migraciones con grandes campos de
refugiados, y amplios movimientos de poblacion, hace que en cortos periodos de tiempo
personas que normalmente viven areas no afectas por leishmania, se asienten en zonas de alta
endemia favoreciendo el aumento de casos de coinfeccién y la aparicion de brotes

epidémicos.

En el resto del mundo existen casos importados de leishmaniasis visceral, en muchas

ocasiones con coinfeccion con VIH, como en Australia, Estados unidos, etc (71)(111).

8.2 Informacidn epidemioldgica en Europa:

En Europa, hasta el afio 2001, se habian notificado 1911 casos de coinfeccion en el
conjunto de los paises denominados de la “cuenca mediterranea” que incluyen, Espaiia,

Portugal, Italia y Francia.

Se observan claramente dos periodos con incidencias muy diferentes, con un hito que
marcd un cambio en estas incidencias, que fue la introduccién de las terapias antirretrovirales,
haciendo que se divida las historia de la coinfeccion clasicamente en dos periodos con

caracteristicas epidemiol6gicas muy diferentes.

Hasta el afio 1998 se declararon la mayoria de los casos, con un pico de incidencia
entre los afios 1996 y 1998. En 1997 se introdujeron las terapias antirretrovirales
observandose una disminucion muy importante de nuevos casos de coinfeccion salvo, por

razones desconocidas, en Portugal (103).
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Desde 2001 a 2006, se han descrito unos 241 casos nuevos, con la siguiente
distribucion: 95 casos en Espafia, 64 en Portugal, 52 en Italia y 30 en Francia (ver siguientes
tablas), confirmandose, que es Espafia donde se describen el mayor nimero de casos. Esto
ultimo probablemente sea debido a la coexistencia de un mayor numero de nuevos pacientes
VIH con respecto al resto de Europa, en un area endémica, lo que traduce un mayor riesgo de

reactivacion de infecciones asintomaticas y nuevos casos.

Merece mencién aparte la descripcién de primoinfecciones por Leishmania en
pacientes ADVP (adictos a drogas via parenteral), circunstancia que justifico un gran nimero
de casos en el primer periodo entre los afios 1990 y 1998. Desde 1998 al 2001, se ha ido
observando un claro descenso en la incidencia de la coinfeccion leishmania-VIH
probablemente asociado al menor consumo de drogas por via parenteral, asi como la
introduccion del tratamiento antirretroviral a una escala mas amplia, manteniendo tasas

estables hasta la fecha.
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Figura 10. Extraidos de WHO: Report of the Fifth Consultative Meeting on Leishmania/HIV

Coinfection. Addis Ababa, Ethiopia, 20-22 March 2007.
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Por lo tanto en los dltimos 20 afios se han identificado claramente dos patrones de

paciente coinfectado de acuerdo a los factores de riesgo predisponentes, que coinciden con

los descritos como vias de transmision para el VIH.

Entre 1990 y 1998, el principal factor de riesgo fue el consumo de drogas por via

parenteral (hasta en un 76%) seguido en segundo lugar de las practicas heterosexuales (12%),



y desde 1998 hasta 2006, sobre una muestra de 95 pacientes, un 67% eran ADVP y un 23%
heterosexuales, manteniéndose estable la incidencia entre la poblacion homosexual, cifrada

entre un 10%.

Figura 11. Extraida de WHO: Report of the Fifth Consultative Meeting on Leishmania/HIV

Coinfection. Addis Ababa, Ethiopia, 20-22 March 2007.

Risk group 1990 -2000 2001-2006
IVDU 72% 64%
Heterosexual 13% 22%
Homosexual 10% 9%

Entre estos dos periodos, no hubo cambios en el sexo ni en la edad media de
afectacion, siendo siempre mas predominante en hombres y con una edad media de
aproximadamente unos 38 afios. Merece la pena destacar que durante todo el periodo descrito
desde 1990 hasta el 2000, los pacientes han presentado un nivel de CD4 < 200 en un 88-92%
de los pacientes, mientras que en el segundo periodo, estos porcentajes cayeron, indicando
una mejora en el nivel de inmunidad.

Figura 12. Extraida de WHO Report of the Fifth Consultative Meeting on Leishmania/HIV

Coinfection. Addis Ababa, Ethiopia, 20-22 March 2007.

CD4+/pl 1990 —2000 2001-2006

<200 789 (92.4%) 113 (88.3%)
200-500 59 (6.4%) 13 (10.1%)
>500 10 (1.2%) 2 (1.6%)
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En el resto de Europa, existe notificacion esporadica de casos en Grecia, Reino
Unido(112), Alemania(113), etc...correspondiente en la mayoria de las veces, a casos
importados(10) (13)(114)(115).

La presencia de una prevalencia muy alta de ADVP en Espafa explica porque hemos
mantenido un mayor numero de casos que en el resto de Europa. En Espafia, el consumo de
droga por via parenteral, era unas 5 a 7 veces superior que la media del resto de Europa, lo
que durante 1993 provoco que la incidencia de VIH fuera hasta 3 veces mayor en Espafia, y el
doble que en Italia y Francia.

Dado este aumento de casos, Y la identificacion de ADVP como claro factor de riesgo,
tras varios estudios, se describié un nuevo ciclo para la leishmania que se denominaba
artificial, epidémico y antropondtico.

En este ciclo, las jeringuillas substituian a los flebotomos, y los amastigotes se
trasmitian directamente por lo que no existian determinados puntos del ciclo habitual del
parasito, y los drogadictos actuaban como reservorios. Todo esto en un contexto epidémico.
Este ciclo se resume en la figura 13 a continuacion.

La disminucion de la utilizacion de la via parenteral para el consumo de drogas, Y la
introduccion de HAART de manera amplia ha condicionado que los casos hayan disminuido

mucho en las ultimas décadas.
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Figura 13. Zoonotic and anthroponotic L. infantum cycles (extraido del articulo de Alvar et

al: Leishmania and Human Immunodeficiency Virus Coinfection: the First 10 Years).
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La leishmaniasis visceral en los pacientes VIH presenta caracteristicas especificas que

se mencionaran mas adelante. Unos de los aspectos importantes de estos pacientes es saber si
estamos ante una primoinfeccion o una reactivacion.

Un paciente VIH puede presentar varios episodios de leishmaniasis visceral durante su
vida, y una gran parte de estos episodios, se tratan de recidivas.

Por ejemplo, en Portugal y Espafia, entre los afios 2001-2006, se comunicaron 95
casos de primoinfeccion, y 34 casos de recaidas. Esto se evidencié mediante estudios
moleculares que demostraban que se trataba de la misma “cepa” de leishmania realizando
estudios de zimodemas. Para analizar el tipo de leishmania que esta implicada en cada caso,
se utiliza el analisis de las isoenzimas, realizdndose analisis de los distintos tipos de

zimodemas (conjuntos de isoenzimas analizadas mediante electroforesis).
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El anélisis de los diferentes tipos de zimodemas, ha supuesto un gran avance para la
taxonomia y epidemiologia de la infeccion por Leishmania, observandose que en los casos de
recidivas se encuentra el mismo tipo de zimodema, sugiriendo que se trata de una recidiva
mas que de una reinfeccion(102)(116).

Se ha constatado, que en pacientes inmunocompetentes, las zimodemas aisladas de L.
infantum de manera mas frecuente son: MON-27, MON-28, MON-72, MON-77 y MON-187
y que éstas, producen sélo leishmaniasis visceral, mientras que las MON-11, MON-24,
MON-29, MON-33, MON-78 y MON-111 sélo producen leishmaniasis cutanea, existiendo

otros conjuntos aislados que pueden producir ambos tipos.

En los pacientes VIH negativos, la zimodema encontrada de manera mas frecuente en
leishmaniasis visceral es la MON-1(117) (en un 80% de los casos de leishmaniasis visceral
por L. infantum) , que se encuentra mas raramente en pacientes VIH positivos (s6lo la mitad

de estos pacientes).

En estos Gltimos, se encuentran zimodemas gque se encuentran de manera excepcional
en pacientes inmunocompetentes, y a su vez, la misma zimodema, muestra diferentes
tropismos segun el status del VIH en cada paciente. Las zimodemas MON-24, MON-28,
MON-29, MON-33, MON-34, MON-77 y MON-78 se aislan de manera mas frecuente en
pacientes que son VIH positivos y casi no se encuentran en pacientes inmunocompetentes.
Asi, se constata que en pacientes coinfectados hay una mayor heterogenicidad de zimodemas

(103)(118)(119).

Como curiosidad cabe destacar que en pacientes VIH con leishmaniasis visceral se
encuentran en ocasiones zimodemas generalmente asociadas con la produccion de

leishmaniasis cutanea, lo cual puede sugerir que debido a la mala inmunidad desarrollada,
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estos tipos de leishmania que en paciente inmunocompetentes producen leishmaniasis

cutanea, en situaciones de deficiente inmunidad pueden visceralizarse (103)(120).

8.3 Patogénesis de la coinfeccion

Desde hace afios, se sabe que la infeccion por el parésito Leishmania actia como
potenciador de la replicacién viral de VIH y favorece una mas rapida evolucion a estados
definitorios de SIDA. Ambas enfermedades tienen como objetivo la afectacion de las mismas
células, afectando la inmunidad celular y produciendo la infeccion de macrofagos y
monocitos que acttan como reservorio del virus del VIH. Existen varios estudios que ponen
de manifiesto como existen rutas moleculares compartidas, y como la infeccion por

Leishmania activa ciertas vias que favorecen su replicacion.

A nivel celular, se ha demostrado que el lipofosfoglicano (LPG) en la superficie
celular de L. donovani ademas de otras estructuras, actlia favoreciendo la replicacion viral.
Este LPG se encuentra en la superficie del promastigotes que una vez inoculado es fagocitado
por los macrofagos donde dentro de los fagolisosomas, cambia al estado de amastigote.
Durante la fagocitosis, los promastigotes pierden la mayoria de los LPG de su membrana
exterior quedando solo el componente interno, denominado core-Pl que solo se encuentra en
la superficie de los amastigotes. Los LPG estén ligados al disfuncionamiento de determinadas
actividades de los macréfagos, consiguiendo por ejemplo, que no se pueda sintetizar radicales
de oxigeno, que como ya hemos mencionado previamente, son vitales para la destruccion de
agentes infecciosos por parte del macréfago. Los LPG se ha demostrado que son activadores
de la replicacion del virus en células monociticas infectadas que estan en estado latente, y que
son potentes inductores de la transcripcion a traves de estimulacion del LTR (repeticion

terminal larga) del VIH-1. El core-Pl, mencionado més arriba, que se encuentra en membrana
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de los amastigotes, es también un potente activador de la actividad de LTR dependiente para
estimular la transcripcion (121). Esto ultimo es de vital importancia, ya que es en este estadio

cuando se produce la infeccion de Leishmania en el ser humano.

Como consecuencia de los diversos estudios realizados, se puede afirmar que en un
individuo infectado por el VIH, pero que se encuentra clinicamente asintomatico con bajos
niveles de replicacion viral, la infeccion por Leishmania actia como desencadenante para un
aumento importante de la replicacion viral favoreciendo la evolucién a SIDA. Ademas, en
ambas enfermedades es de vital importancia el hecho de que la respuesta celular se mediada
por la via Thl o la viaTh2 (57). La leishmaniasis, como ya se menciond previamente, suele

evolucionar a una afectacion visceral cuando no se produce una respuesta Th1l adecuada.

En los pacientes VIH parece haber una tendencia clara a desarrollar respuestas Th2 en
pacientes que se infectan con Leishmania. En diversos estudios in vitro, se ha evidenciado que
la infeccién por Leishmania produce una regulacion al alza de receptores CCR5 y CRXY y
GP 120 en la superficie del linfocito CD4", produciendo una facilitacion de la entrada del

virus en la célula (121).

Todos estos mecanismos suponen la confirmacion de que la infeccion de Leishmania
en un paciente VIH produce un aumento de replicacion viral y una mayor rapidez de
evolucion a SIDA( como ya hemos mencionado previamente), pero lo que también se
observa, es que la infeccion por VIH produce un aumento del crecimiento de los paréasitos en

el interior de los macréfagos en comparacion con la infeccion aislada por Leishmania.

De esta manera, existe una falta de control de la multiplicacién de los parasitos, debida
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a la modificaciones que ocurren en los macréfagos tras la infeccion VIH, que impide una
correcta fagocitosis, y una disfuncion de las citoquinas y vias de sefializacion que intervienen

en el control de la parasitacion.

8.4 Técnicas diagnosticas en la coinfeccion:

En los pacientes VIH existen diversos problemas que hacen que el diagnostico de
leishmaniasis sea mas complicado que en individuos inmunocompetentes. En los pacientes
VIH, la presentacion clinica del cuadro es mucho mas atipica, y supone en muchas ocasiones
un reto diagndstico para los clinicos. Si a eso sumamos las dificultades de determinados
métodos diagndsticos en determinados entornos, asi como la presencia de enfermedades muy
prevalentes con sintomas parecidos (como la malaria) no es de extrafiar que en ocasiones sea

muy complicado llegar al diagndstico.

A nivel de las diferentes técnicas, son las técnicas seroldgicas las que suponen un
mayor problema, ya que aunque no son invasivas, y son muy simples de realizar, en pacientes
inmunodeprimidos se ha descrito que es mas dificil que se generen anticuerpos en un nivel
adecuado para su deteccion. Aunque existen estas dificultades ya mencionadas, estas pruebas
adquieren una importancia enorme en pacientes VIH, ya que estos presentan frecuentes
recidivas, con las consiguientes pruebas diagnosticas que han de realizarse, por lo que
frecuentemente los pacientes no desean realizarse mas pruebas invasivas y son estas técnicas,
gue se realizan en muestras de sangre periférica, las que se intentan realizar de manera

prioritaria.

La deteccion de parasitos por microscopia o a través de métodos de cultivo sigue
siendo el “gold estandar” en la coinfeccion. El aspirado de médula 6sea y posterior vision de
los parasitos por microscopia, sigue siendo el método mas utilizado en el diagnéstico de los
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pacientes coinfectados con sensibilidades que oscilan entre 67-94% (similares a los pacientes

inmunocompetentes) (122).

La observacion de amastigotes en sangre periférica presenta unas sensibilidades entre
50-53% de estos pacientes, con la ventaja de que se trata de una técnica muy poco invasiva y
relativamente facil de realizar. Todas las técnicas basadas en la visualizacion de parasitos,
precisan de una persona bien formada y con experiencia, y puede ser dificil la visualizacion y
producirse falsos negativos, ya que debido a la pancitopenia, puede ser dificil encontrar

células infectadas.

De los tejidos utilizados para cultivo, el aspirado medular suele ser el mas empleado
por su relativa facilidad de ser obtenido y con menor tasa de complicaciones si lo
comparamos, por ejemplo, con el aspirado esplénico. Presenta una sensibilidad en paciente

coinfectados de entre 50-100%.

Las técnicas seroldgicas, como ya hemos mencionado, tiene unas sensibilidades muy
limitadas, presentando solo el 40% de los pacientes niveles adecuados de anticuerpos (123).
Debido a estas bajas sensibilidades, esta indicada la realizacion de dos pruebas seroldgicas

para aumentar la sensibilidad.

Para la técnica por inmunofluorescencia indirecta (IFAT), estan descritas
sensibilidades de entre un 11-67%. La realizacién de la técnica de ELISA con antigeno crudo
de Leishmania presenta sensibilidades mejores, de entre un 76-89%, pero realizado con
antigeno rK39 las sensibilidades caen a un 22-64%. Estas bajas sensibilidades han
condicionado que una técnica que es muy Util en pacientes inmunocompetentes, que es facil
de realizar y no es muy cara, no sea conveniente en el caso de pacientes infectados por el VIH

(124). Hay que tener en cuenta, que muchas de estos datos son extraidos de estudios
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realizados en la era pre-TARGA, 0 en afos donde todavia no habia un acceso tan global al

tratamiento, por lo cual es posible que estos datos hayan mejorado.

Cabe una mencién especial al test de aglutinacion directa (DAT) que como
mencionamos previamente en el apartado de técnicas diagndsticas de leishmaniasis sin
distincion de si los paciente son coinfectados o no, habia presentado muy buenos resultados
en algunos estudios (125). En estos estudios, principalmente realizados en Sudan, en los
pacientes coinfectados, se mencionan sensibilidades de entre un 89-95%, si bien es cierto que
la realizacion de esta técnica precisa de material técnico que no esta al alcance de muchos

laboratorios en paises endémicos de leishmaniasis.

Varios estudios han sefialado que la combinacion de DAT vy la realizacién del test

rapido de rK39, es la combinacion perfecta en lugares endémicos (66)(123)(126)(127).

La PCR presenta como ventaja la posibilidad de realizarse sobre diferentes tejidos,
realizandose sobre todo en aspirados de médula dsea y sangre periférica donde estan descritas

unas sensibilidad entorno a un 72-100% (128)(129).

La PCR cuantitativa, de aparicion reciente, es muy prometedora, ya que a parte del
diagnostico existe cierta capacidad de predecir recidivas ante su aumento progresivo tras un
correcto tratamiento. La posibilidad de poder realizar esta técnica en sangre periférica,
permite no realizar pruebas invasivas en pacientes, sobre todo ante sospechas de una recidiva,
aunque los resultados de esta técnica para predecir recaidas presenta resultados variable, y se

necesitan mas estudios.

Por lo tanto, como resumen de estrategia diagnostica, la WHO en el afio 2007 tras una

cumbre en Addis Abeba, Etiopia, propuso el algoritmo que estd a continuacion, para el
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diagnostico de leishmania en pacientes VIH que sigue siendo el algoritmo utilizado

actualmente:

Figura 14. Algoritmo diagndstico propuesto por WHO.
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8.5 Clinica de leishmaniasis visceral en pacientes con infeccion VIH

Parece gque en pacientes VIH, la leishmaniasis visceral se manifiesta clinicamente de
manera diferente con respecto a la poblacion seronegativa, describiéndose clasicamente tasas

de curacién mas bajas y mayor porcentaje de recaidas(130)(131).

Se pueden encontrar ausentes sintomas que suelen estar siempre presentes en pacientes
inmunocompetentes, como por ejemplo la esplenomegalia, e incluso puede haber casos de
leishmaniasis oligosintomatica. Los periodos de incubacidén se estiman que son menores,
sobretodo en pacientes con una gran inmunodepresion, pero no estan claramente descritos.
Las manifestaciones clinicas son mucho mas variadas, y con zimodemas asociadas
exclusivamente a producir casos de leishmaniasis cutaneas que pueden producir leishmaniasis
visceral y expresiones atipicas como casos de leishmaniasis visceral que pueden acompafarse

de lesiones cutaneas severas e incluso manifestaciones mucocutaneas (132).

La triada clasica de sintomas (fiebre, pancitopenia y hepato/esplenomegalia) suele
estar presente en aproximadamente un 75% de los pacientes. Se encuentran también presencia
de estos parasitos en lugares mas inusuales, afectando pulmones, faringe, e incluso
produciendo uveitis. Es importante resaltar la afectacion gastrointestinal, que puede llegar a
afectar hasta al 50% de los pacientes (133). Se pueden aislar amastigotes a cualquier nivel, y
en ocasiones se pueden encontrar en muestras extraidas de endoscopias realizadas para

estudio de sintomas digestivos.

La mayoria de las primoinfecciones acontece en pacientes que presentan menos de
200 CD4", aunque hay casos descritos con mas de 500 cels/ul. La clinica de las recaidas,
suele ser similar a la presentada en las primoinfecciones. Desde la introduccion del TARGA,

la clinica no ha cambiado, y tampoco han disminuido el nimero de recidivas (103).
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Normalmente en pacientes recibiendo TARGA, se encuentran niveles mas bajos de
plaquetas y mayor leucopenia, asi como niveles de transaminasas mas elevadas. A nivel
analitico, no se encuentran grandes diferencias, presentandose la pancitopenia, segun diversos
estudios entre un 35-77% de los pacientes. En nuestro caso, en los pacientes estudiados, nos
Ilamé la atencion el nivel muy elevado de ferritina en las analiticas, frecuentemente por
encima de > 1000 mg/dl, ya descrito en la literatura que aparecia de manera practicamente

constante, y que se detallara mas adelante en el apartado de resultados y discusion.

8.6 Tratamiento de leishmaniasis visceral en pacientes coinfectados:

En la coinfeccién Leishmania/VIH, existen ciertas particularidades con respecto al
tratamiento. Las opciones de tratamiento y la tasa de éxito son menores, siendo mas
frecuentes los efectos secundarios. Existen diversas opciones de tratamiento cuyos ensayos
clinicos no incluian pacientes coinfectados, y de hecho, son pocos los estudios realizados ex
profeso en este tipo de pacientes (103). El hecho de que existan tantas recaidas favorece la
aparicion de resistencias a determinados tratamientos y hace que el nimero de posibilidades
terapéuticas, ya pequefio, quede limitado. Otro de los problemas existentes deriva del hecho
de que se extrapolan lo resultados obtenidos en ensayos clinicos realizados en leishmaniasis
visceral por L. donovani a los casos europeos, que estan producidos por L. infantum. Estudios
en inmunocompetentes han demostrado que la respuesta al tratamiento de ambas especies es

diferente (6).

Por lo tanto, en los pacientes coinfectados, nunca se presupone un cura total, y se
esperan mdaltiples recaidas, por ello esta indicado en determinados presupuestos la
instauracion de un tratamiento profilactico, aunque existe insuficiente evidencia sobre las
pautas optimas de profilaxis (103).

No existe a dia de hoy ningin consenso ni guias que establezcan con evidencia
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suficiente cual es el tratamiento indicado en este tipo de pacientes (123). Todos las
recomendaciones tiene muy bajo nivel de evidencia. En Europa, los pocos estudios realizados
han sido con anfotericina B en sus diferentes presentaciones (anfotericina B deoxycolato,
anfotericina B complejo lipidico, anfotericina B liposomal) lo que permite que se establezca
como primera opcion terapéutica dado que los estudios son de los pocos realizados en

paciente coinfectados con L. infantum (134).

De todas las presentaciones, como primera opcion destaca la anfotericina B liposomal
por su menor tasa de efectos secundarios, aunque hay que resaltar, que en otras regiones con

casos de coinfeccion, es una medicacion a la que no se tiene acceso.

Los antimoniales, que son la primera linea de tratamiento en inmunocompetentes en
muchos paises, no son un tratamiento de primera eleccién y deberian reservarse como
tratamiento de segunda linea en estos pacientes, ya que muestran una mayor toxicidad y

menores tasas de curacion.

En un estudio realizado en poblacion espafiola, se constataron una alta tasa de efectos
adversos y como efecto secundario a destacar, hay que mencionar la aparicion de pancreatitis
ligada al tratamiento, que supuso la muerte de 3 pacientes (135). Posteriormente se han
realizado otros estudios comparativos que confirman estos datos, y muestran menor tasa de

efectos secundarios con anfotericina B liposomal (136).

Con el resto de tratamientos utilizados en pacientes inmunocompetentes, no existen
estudios bien disefiados para estudiar la eficacia, y perfil de seguridad en pacientes

coinfectados, y solo existen series de casos publicados.

La miltefosina ha demostrado ser una droga util para el tratamiento combinado, pero

como tratamiento Gnico en pacientes coinfectados muestra unas tasas de recaidas muy altas al
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poco tiempo del cumplimiento del tratamiento (137)(138). Los efectos secundarios son
ligeramente méas frecuentes en pacientes VIH y se tratan principalmente de vomitos y

trastornos gastrointestinales (139).

La utilizacion de paramomicina es una terapia recientemente aprobada para el
tratamiento de leishmaniasis visceral, y no existen estudios realizados en pacientes
coinfectados. Se han objetivado tasa de recaidas altas después del tratamiento, y la capacidad

de la leishmania para generar resistencias también se ha descrito (140)(141)(69).

Dada la dificultad del tratamiento en este tipo de pacientes, la utilizacion de terapias
combinadas ha sido propuesta como una opcion esperanzadora, ya que permitiria la
disminucion de dosis favoreciendo menores efectos secundarios y aumentaria la posibilidad
de éxito y la induccion de menor tasa de resistencias. Sin embargo, en el momento actual, no
existen ensayos clinicos realizados, y solo existen publicados pequefias experiencias aisladas

a respecto que desarrollaremos mas adelante en la seccion de resultados (142)(99).

8.7 Terapia antiretroviral de alta actividad (TARGA/ HAART) y profilaxis secundaria:

La terapia antirretroviral fue introducida en Europa en 1996. Su introduccién, como ya
hemos mencionado, redujo la incidencia de nuevos casos de leishmaniasis visceral,
influyendo en el aumento de la cifra de CD4*, que parece clave a la hora de no desarrollar
leishmaniasis visceral. Asi mismo se ha objetivado que el tratamiento antirretroviral reduce la

morbilidad y la mortalidad de estos pacientes (103).

Se ha intentado estudiar si existen determinados antirretrovirales que pudieran
presentar cierta actividad antiparasitaria, pero de momento no se ha encontrado evidencia
suficiente para justificar que los pacientes coinfectados precisen un cambio en su tratamiento

antirretroviral (143)(144).
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Existen estudios que apuntan a cierta actividad antiparasitaria contra Leishmania de
los inhibidores de proteinasa indinavir, saquinavir y ritonavir, pero son estudios in vitro que
muestran actividad a concentraciones altas de estos farmacos, que no son faciles de alcanzar
in vivo (145)(146). También se ha planteado la posibilidad de un efecto antiparasitario de los
inhibidores del CCR5, molécula que juega un papel en la entrada en la célula CD4 tanto para
VIH como para Leishmania, aunque estos resultados tampoco se han demostrado in
vivo(147). Actualmente no hay ninguna recomendacién sobre una pauta especifica de

antirretrovirales que sea preferible a otra en los pacientes coinfectados.

Dada la alta tasa de recaidas en pacientes VIH tras el correcto tratamiento de un
primer episodio de leishmaniasis visceral, se ha acabado por concluir que en un paciente VIH

nunca debemos considerar un episodio de leishmaniasis visceral como curado.

La introduccion de la terapia TARGA supuso un descenso en el numero de nuevos
casos, pero sabemos que no reduce las recaidas (103). EI mantener un contaje de CD4" en un
nivel superior a 200 cel/ul, con carga viral indetectable, ayuda a disminuir las recaidas, pero
no por completo. Entre un 25 y un 70% de los paciente que reciben TARGA presentan
recaidas, pero lo que se si parece conseguir el TARGA es retrasar estas recaidas con un mayor

tiempo entre cada episodio (una media de 7 meses).

Por otro lado, la introduccion de antirretrovirales puede conducir a un sindrome de

reconstitucion inmune asociado a Leishmania, aunque es infrecuente (148)(149).

Por estos motivos la profilaxis primaria no esta indicada, pero mantener una profilaxis
secundaria tras un primer episodio esta recomendado. Esta recomendacion se basa en estudios
realizados principalmente en Europa, que no son aleatorizados ni controlados. La profilaxis en

Europa se realiza principalmente con anfotericina B liposomal 3-5 mg/kg/dia cada 3-4
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semanas 0 antimoniales 20 mg/kg/ dia cada 3-4 semanas. En otras zonas del mundo se ha

realizado profilaxis con pentamidina, pero es muy mal tolerada.

Se han intentado utilizar otras drogas, de las que hay experiencia limitada a casos de
pacientes que han recibido tratamiento prolongado con metronidazol, o se han intentado
utilizar de manera combinada los esquemas tradicionales mas alopurinol o miltefosina, sin
clara evidencia que justifique su uso de manera asidua. Finalmente, hay casos aislados de
profilaxis exitosa con derivados de azoles (itraconazol, fluconazol) aunque habitualmente

asociados a otros tratamientos(150).

8.8 Papel de la respuesta celular a estimulacion con Antigeno Soluble de Leishmania

(SLA) en el diagnostico y sequimiento de los pacientes con coinfeccion leishmania/VIH.

Entre los objetivos de esta tesis esta determinar el papel prometedor del andlisis de la
respuesta celular linfoproliferativa tras estimulacion con antigeno soluble de leishmania

(SLA) para el manejo de los pacientes coinfectados.

En la actualidad, uno de los grandes desafios en los pacientes coinfectados es saber

cuando se debe instaurar un profilaxis secundaria, y si se inicia, cuando retirarla.

La condicién de inmunosupresién de los pacientes VIH es un factor reconocido para
desarrollar leishmaniasis visceral, y también es un factor de riesgo para presentar una peor
respuesta al tratamiento y mayor riesgo de recaidas. Como ya hemos mencionado, existe
evidencia de que una pauta de profilaxis secundaria disminuye el riesgo de recaidas de
leishmaniasis en los pacientes VIH que han terminado un ciclo de tratamiento, aunque se
desconoce la pauta Optima para realizar esta profilaxis (95)(122). Debido a esto,
habitualmente se recomienda mantener la profilaxis secundaria después de un primer episodio

de leishmaniasis visceral en determinados contextos (bajo contaje de CD4" presencia de PCR
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positiva, carga viral detectable, etc) (6)(131)(225)(226), sin que se pueda hacer una

recomendacion clara de cuando retirarla.

La profilaxis secundaria no es necesaria en todos los pacientes, ya que no todos los
pacientes que no reciben profilaxis secundaria recaen, y ademas presenta una alta toxicidad y
un alto precio, por lo tanto hay que intentar encontrar unos buenos predictores de recaida que

permitan perfilar mejor qué pacientes se benefician de este tipo de profilaxis.

Hasta ahora, se han descrito varios factores predictores de fallo del tratamiento como
la imposibilidad del paciente de aumentar su nivel de CD4* y existencia de antecedentes de
recaidas previas. En individuos con niveles de CD4" altos, por encima de 250-300 cél/mL,
parece claro segun diversos estudios, que el riesgo de recaida es bajo, y por tanto no seria
preciso iniciar una profilaxis tras un primer episodio de leishmaniasis visceral(151). Aunque
esto es cierto para la mayoria de pacientes, existen pacientes con niveles superiores a 200

cél/mL que han presentado recaidas(152).

Por lo tanto, el contaje de CD4", es (til, pero no es suficiente para realizar una buena
aproximacion sobre las indicaciones de profilaxis. Todos estos aspectos son valorados a la
hora de mantener una profilaxis secundaria, pero como ya hemos mencionado, existen
recaidas en paciente con mas de 200 cel/ ul CD4" lo que sugiere que existen otros factores

implicados atn no descubiertos.

En este sentido, se han intentado encontrar herramientas que mejoren estas
predicciones sin gran éxito. En pacientes inmunocompetentes con leishmaniasis visceral, el
desarrollo de una adecuada respuesta inmunitaria, depende de la activacion del IFN-gamma
gue produce un respuesta Thl con activacion de T-CD4 con respuesta especifica para

leishmania, que acaba desarrollando un respuesta que finaliza en la resolucién de la
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enfermedad con una cura completa sin recaidas posteriores (153).

La respuesta celular linfoproliferativa tras estimulacion con antigeno soluble de
leishmania (SLA) se ha propuesto como un buen marcador inmunologico del desarrollo de
una respuesta especifica Thl con activacion de T-CD4 especificos para leishmania tras la
infeccion, de manera que pudiera ser utilizado como predictor de cura y de desarrollo de una

respuesta adecuada sin posteriores recaidas.

Esta prueba se realiza tras la extraccion de sangre periférica heparinizada, aislandose
de esta muestra un conjunto de células mononucleares que se cultivan en presencia de 10
microgramo/ml de antigeno soluble de L. infantum (SLA) durante 5 dias. Posteriormente se
mide la proliferacion celular mostrandose los resultados en un indice de estimulacion (SI)
para el antigeno. Esto nos da un punto de corte que define la presencia de una buena respuesta
celular que estaria en aquellos resultados por encima de +3 SD (Desviacion estandar) que
corresponde a un valor de SI=1.88. La descripcion de este test esta desarrollada ampliamente
en material y métodos.

+

La hipotesis de nuestro trabajo es que en los pacientes con menos de 200 cel/ul CD4
gue presentaran una buena respuesta celular especifica se podria suspender la profilaxis de
manera segura (0 no iniciarla) y se podrian considerar pacientes curados ( se desarrolla mas

adelante en la discusion).
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9. Pacientes infectados por Leishmania asintomaticos

Los pacientes infectados por leishmania, pero que se encuentran asintomaticos,
suponen un desafio para los clinicos y es de vital importancia tenerlos en cuenta de cara al

desarrollo de programas de control de la enfermedad.

Existe muy poca investigacion en esta direccion, ya que evidentemente los recursos
hasta ahora han estado focalizados en el estudio de los pacientes enfermos. No obstante,
parece cada vez mas evidente la necesidad de desarrollar estudios que nos permitan
comprender mejor el rol que presentan este tipo de pacientes, y que factores estan

involucrados en el paso de un paciente asintomatico al desarrollo de la enfermedad.

Existen diferentes estudios que han estudiado el ratio de pacientes asintomaticos por
cada paciente enfermo, demostrandose asi que la tasa de pacientes asintomaticos puede llegar
a ser bastante alta y en estudios de diferentes paises puede llegar a oscilar de 2.4: 1 en
estudios en el este de Sudan(154) a ratios mas altos, como por ejemplo, de 50:1 en
Espafia(155). Estos datos ponen de manifiesto que es probable que exista un alto nimero de
pacientes que han estado expuestos, pero no han desarrollado la enfermedad, y hacen surgir
preguntas en relacién al papel de estos pacientes en la perpetuacion de los ciclos y su
actuacion como reservorios. Hasta la fecha no se ha demostrado la capacidad infectiva de

estos pacientes, pero se sospecha que puede que actlen como reservorios silenciosos.

La definicion de “paciente asintomatico”, no esta claramente definida, pero se asume
que esta condicion se cumple, cuando un paciente sin clinica aparente, presenta una PCR
positiva, un test de leishmanina cutanea positiva, o un test serolégico positivo. Pero estos

tests, han demostrado no ser del todo fiables, y se comienza a pensar que los metodos
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moleculares son mas fiables que los métodos seroldgicos. En los ultimo afios se estan
intentando desarrollar algunas técnicas de whole-blood IGRAs (Quantiferon), como
alternativa a la leishmanina para el estudio de expuestos en areas endémicas que estan
mostrando resultados prometedores, aunque es muy pronto para establecer el impacto final

que tendran(156).

En nuestra tesis, uno de los objetivos ha sido establecer unos criterios para definir un
paciente asintomatico, e intentar en base al test de SLA diferenciar entre pacientes con bajo
riesgo de enfermar o por el contrario, con alto riesgo para el desarrollo de enfermedad ( sera

desarrollado més adelante).

Una de las claves del estudio de los pacientes asintomaticos se centra en el
descubrimiento de los factores que hacen que una persona desarrolle la enfermedad, y otra
consiga establecer una buena respuesta inmunolégica impidiendo que enferme. Dentro de
estos factores se han encontrado diversos, como la malnutricion, diferencias genéticas entre

los diferentes grupos de HLA, etc.

Por ultimo, uno de los grandes retos es el manejo de estos pacientes, dado que de
momento no hay ninguna prueba que cuantifique el riesgo de progresion a enfermedad. Este
punto es de vital relevancia, sobretodo en aquellos pacientes que presentan otras
comorbilidades, o enfermedades que alteran la inmunidad, como es el caso de los pacientes
VIH, del tratamiento con inmunosupresores, etc, dado que es en estos pacientes donde existe

un mayor miedo ante el desarrollo de enfermedad, por sus consecuencias.
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1.0bjetivos

La elaboracién de esta tesis comenzd a raiz del brote de leishmaniasis declarado en
2009 en Fuenlabrada, siendo la mayoria de los pacientes del hospital en el que trabajo, el
Hospital Universitario de Fuenlabrada. Es el mayor brote de esta enfermedad producido hasta
el momento en Europa, y supone una especial situacion de peligro para los pacientes VIH

residentes en la zona.

En este contexto Unico hasta ahora hemos pretendido realizar un estudio de la cohorte
de pacientes VIH residentes en la ciudad. El seguimiento de este grupo de pacientes, nos ha

permitido plantear varias investigaciones con diferentes objetivos:

1. Estimar la prevalencia de exposicion a Leishmania infantum en pacientes VIH

asintomaticos en zona de alta endemia y estimar el riesgo de pacientes VIH expuestos

y asintomaticos de evolucionar a leishmaniasis visceral.

2. Realizar una estimacién de la incidencia acumulada y la tasa de incidencia de

leishmaniasis visceral en la cohorte de pacientes VIH que viven en la zona de brote.

3. Describir el cuadro clinico y evolucién de los pacientes que han desarrollado la

enfermedad durante el estudio.

4. Comparativa del cuadro clinico, pruebas diagnosticas e inmunoldgicas, tratamiento y

evolucion entre paciente inmunocompetentes, VIH y en tratamiento inmunosupresor.

5. Determinar los factores de riesgo para la exposicion y para el desarrollo de

leishmaniasis visceral en subpoblaciones (coinfeccion con VHC, raza negra...).

6. Validar la utilidad del test de linfoproliferacion a SLA como marcador de curacion

gue permita la retirada de profilaxis secundaria en pacientes con test positivo.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Estimar la prevalencia de exposicion a Leishmania infantum

En la literatura casi son inexistentes los articulos publicados sobre prevalencia de L.
infantum, y son todavia menos frecuentes aquellos que analizan estos datos en situaciones de

brotes.

La prevalencia se define como la proporcion de individuos de un grupo o una poblacion
que presentan un evento determinado en un momento o periodo determinado de tiempo
(prevalencia de periodo). No es de extrafiar, por lo tanto, que no exista literatura a este
respecto, ya que resulta complicado poder recabar los datos necesarios para este tipo de

estudio.

En nuestro caso, la cohorte de pacientes VIH en nuestro hospital, permite un acceso
frecuente para hablar con los pacientes, realizar pruebas y por tanto realizar un seguimiento
estrecho. EStos pacientes acuden cada 3 meses a realizarse revisiones con una extraccion
previa de una analitica con niveles de CD4", carga viral, anamnesis y exploracion fisica
basica. De esta manera uno de nuestro objetivos, ha sido intentar estimar la prevalencia de
exposicion a Leishmania en la cohorte de pacientes VIH de Fuenlabrada en el periodo
comprendido entre 2009 y 2016. Ademas, una vez identificado el grupo de pacientes VIH
expuestos a Leishmania y asintomaticos, el seguimiento de la cohorte nos permite conocer su
evolucion clinica para ver si alguno desarrolla leishmaniasis visceral. En el apartado de
Material y Métodos, Definiciones, se detallan los criterios que proponemos para el paciente

asintomatico expuesto con alto y bajo riesgo de desarrollar leishmaniasis visceral.
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2. Realizar una estimaciéon de la incidencia acumulada y tasa de incidencia de

leishmaniasis visceral en la cohorte de pacientes VIH que viven en la zona de brote.

La tasa de incidencia se define como la proporcion de individuos sanos que desarrollan la
enfermedad a lo largo de un periodo determinado. Uno de nuestros objetivos especificos, ha

sido determinar la incidencia en pacientes VIH que viven en una zona de brote.

La definicion de brote (instituto de Salud Carlos 111 de Madrid) se define como el

incremento significativamente elevado de casos en relacion a los valores esperados.

La simple agregacion de casos de una enfermedad en un territorio y en un tiempo
comprendido entre el minimo y el maximo del periodo de incubacion o de latencia, podra ser

considerada, asimismo, indicativa .

Como ya se ha mencionado previamente, la posibilidad de investigar este tipo de
brotes es escasa, y se nos ha brindado esta posibilidad excepcional para poder intentar realizar
estas estimaciones. Es evidente que al estar frente a un brote, hasta que este fue declarado,
pasaron ciertos meses, y como siempre, esto conlleva limitaciones asociadas a la
imposibilidad de un disefio anticipado de los estudios, pero esto no ha impedido realizar la
recoleccion de una enorme cantidad de datos, muestras y la realizacion de un seguimiento

durante un largo periodo de tiempo.
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3. Descripciéon del cuadro clinico y evolucion de los pacientes que han desarrollado la

enfermedad durante el estudio.

Uno de los objetivos de esta tesis es analizar la expresion clinica de la
leishmaniasis visceral en pacientes coinfectados Leishmania/VIH. El espectro clinico y el

tipo de evolucién de los pacientes coinfectados ha ido variando a lo largo de las décadas.

La introduccién del HAART supuso un descenso en el nimero de casos, y o que se
ha evidenciado con el paso del tiempo es que nos encontramos ante un tipo diferente de

pacientes que aquellos diagnosticados en las décadas de los afios 80-90°.

En los altimos afios es dificil conseguir un gran nimero de pacientes coinfectados
para hacer estudios con gran potencia estadistica. De hecho, muchos de los estudios
publicados hasta ahora, precisan la realizacion de estudios multicéntricos, por ejemplo, el
estudio publicado en el JAC en 2003 con méas de 15 hospitales implicados (136) que
consiguieron reclutar 57 pacientes desde 1997-1999. Otros estudios consiguieron reclutar
durante 13 afios 155 pacientes en 16 hospitales en toda Europa (157) y siempre teniendo en
cuenta que son estudios realizados hasta el 2001, que comprenden las décadas de los afios
90°, donde todavia no estaba completamente implantadas las terapias TARGA, y existian

mayor nimero de casos de leishmaniasis visceral notificados.

Estudios realizados més recientemente, como el de Bourgeois en el afio 2008 (158),
se consigue el seguimiento de 28 pacientes coinfectados entre el periodo de 1995-2004.
Con estos datos quiero resaltar que el hecho de que en el mismo hospital se hayan
producido 16 casos de pacientes coinfectados durante 5-6 afios, es un numero de casos

muy elevado, explicado por la aparicion del brote que estamos estudiando.

Este contexto excepcional permite que una parte de nuestro estudio describa la

clinica de estos pacientes, sus caracteristicas y evolucion. Esto es de gran interés, ya que
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estas caracteristicas difieren en muchas ocasiones del paciente “prototipo” que existia hasta

ahora de pacientes coinfectados en Europa.

Como veremos mas adelante, existe una proporcién importante de pacientes de origen
africano, migrantes, y esto encaja con el nuevo espectro de paciente diagnosticados de VIH en
nuestro pais, que en la ultima década esta cambiando de manera muy importante. Es por tanto
muy interesante observar la presentacion clinica y su evolucién en nuestra cohorte, ya que se

trata de casos diagnosticados desde el 2009.

Tras el seguimiento de nuestros pacientes podemos observar si la presentacion clinica
ha ido cambiando conforme cambia el patron del contagio de VIH. Se observa la evolucion
durante el curso de la enfermedad con la diferente sintomatologia presentada, su evolucién a
lo largo de estos 6 afios durante el seguimiento, los efectos adversos de los farmacos
utilizados, la presencia de recaidas con sus diferentes presentaciones clinicas y los diferentes

tratamientos utilizados y su eficacia.

Todo esto se analiza en un contexto europeo y en los dltimos afios, lo que puede
aportar una informacion Unica y muy importante para la mejor comprension de esta
enfermedad y su expresion en la coinfeccion, lo que enlaza con el siguiente objetivo de la

tesis que se desarrolla a continuacion.
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4. Comparativa del cuadro clinico, pruebas diagndsticas e inmunoldgicas entre pacientes

inmunocompetentes, VIH vy en tratamiento inmunosupresor.

Una de las posibilidades que nos ha brindado el estudio de este brote, es poder realizar
una comparacion de varios aspectos; el cuadro clinico, las sensibilidades y especificidades de
las pruebas diagnosticas, la respuesta al tratamiento, y la variacién de las pruebas
inmunoldgicas entres tres grupos de pacientes muy diferentes: inmunocompetentes, pacientes

VIH y pacientes bajo tratamiento inmunosupresor.

Dentro de las pruebas diagnésticas que hemos realizado durante nuestro estudio, estan
pruebas seroldgicas, PCR, cultivo... pero cabe destacar como hemos mencionado
previamente que no existe en la actualidad un marcador de curacidon que permita establecer

con cierta seguridad que el paciente no presentara recaidas futuras.

En este sentido, uno de los objetivos que mas nos interesaban era comprobar si el
andlisis de la respuesta celular linfoproliferativa frente a estimulacién con antigeno soluble de
leishmania (SLA) puede ofrecernos informacion sobre el estatus inmunitario de un paciente
frente a Leishmania infantum. Esto quiere decir, que valorariamos si un paciente ha estado
expuesto pero ha presentado una buena respuesta celular especifica que ha impedido
enfermar, si un paciente que ya ha presentado leishmaniasis visceral ha conseguido tras el
tratamiento (tanto el especifico como el TARGA) desarrollar una buena respuesta inmunitaria
especifica, etc. Como ya se ha comentado previamente, uno de los grande problemas en la
practica clinica, en los pacientes coinfectados, es saber cudndo se debe instaurar una
profilaxis secundaria y si se inicia, cudndo poder retirarla, en este sentido, pensamos que esta

herramienta puede ser muy util en el futuro.

Este objetivo es compartido con las tesis de los doctorandos Luis Horrillo Sanchez de

Ocafa (cuya tesis versa sobre el impacto del brote en pacientes inmunocompetentes) y Belén
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Matia Hernando (cuya tesis versa sobre el impacto del brote en pacientes en tratamiento

inmunosupresor con antiTNF).

5. Determinaciéon de factores de riesgo para el desarrollo de leishmaniasis en

subpoblaciones (coinfeccion con VHC, raza negra...)

El siguiente objetivo de nuestro estudio ha sido determinar factores de riesgo o grupos
con mayor susceptibilidad para desarrollar leishmaniasis visceral, y con mayor posibilidad de
presentar peor prondstico. En el momento actual, no existen estudios que valoren a pacientes

con coinfeccion VIH/VHC o VHB, y que posteriormente desarrollen leishmaniasis visceral.

En Espafa, y también en el resto del mundo, no es infrecuente que los pacientes VIH
también sean VHC o VHB positivos(159)(160). Dado que ambos virus presentan unas vias
de contagio que son iguales (sexual, vertical y parenteral), no es de extrafiar el nimero de
casos que existen. Dependiendo del area geogréafica existen tasas de prevalencia diferentes,
por ejemplo en Estados Unidos se habla de entre un 15-30% de coinfectados VIH/VHC. En la
cohortes Europeas (EuroSIDA), apuntaban a un 33% de los pacientes coinfectados. Y si nos
ocupamos de los pacientes cuya via de transmisién ha sido ADVP, este supera el 75% de los

pacientes (161).

Con respecto al VHB, resaltar que existen mas de 400 millones de personas infectadas
en el mundo. Se cree que un 5% de la poblacién mundial es portadora del virus. El contagio
de este virus en pacientes VIH, comporta mayor probabilidad de cronificacion, pero ain con

este mayor riesgo, se sigue cronificando menos que el VHC.

En Espafia se estima que existen unos 5.000-10.000 personas coinfectadas, aunque
esta tendencia esta a la baja, fundamentalmente por el aumento sistematico de la vacunacion

en la poblacion.
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Por lo tanto, es interesante intentar objetivar si dicha condicion predispone a una peor
evolucion, y si se observa que los pacientes que presentan coinfeccion con el virus de la
hepatitis C o B presentan mayor tendencia a desarrollar leishmaniasis visceral. Ademas, hay
que tener en cuenta que en el momento actual estos pacientes estan comenzando a tratarse con
nuevos farmacos no utilizados hasta ahora, y que los tratamientos para leishmaniasis visceral,

en ocasiones pueden ser muy toxicos en pacientes con problemas hepaticos preexistentes.

Otro aspecto importante que en nuestra experiencia seria interesante profundizar, es la
existencia de cierta predisposicion a padecer leishmaniasis visceral en pacientes de raza
negra. EXxisten ya estudios sobre la susceptibilidad genética de ciertas razas/etnias para
padecer unas enfermedades u otras, o para reaccionar de manera diferente(162). Todos estos
estudios estan vinculados a las diferentes expresiones de diferentes complejos de
histocompatibilidad en diferentes individuos o grupos étnicos(163)(164)(165). Nuestro
interés en abordar este aspecto derivo del hecho de que en nuestra cohorte de enfermos de
leishmaniasis visceral (tanto inmunocompetentes como inmunodeprimidos) habia una gran
proporcion de enfermos de raza negra, de diversos origenes (africanos, dominicanos, etc).
Ademas, en los diversos estudios que se han realizado a nivel mundial, llama siempre la
atencion que los porcentajes de curacion son menores y que los perfiles clinicos de la
enfermedad son mas severos. Evidentemente existen una gran cantidad de explicaciones para
este hecho, desde el mayor grado de desnutricion de los pacientes, a el hecho de que en Africa
sea L. donovani la causante de los casos y por tanto pueda presuponerse que es mas agresiva,
etc... Debido a todas estas causas nos resultaba interesante ver si existe alguna diferencia en

la evolucion, presentacidn clinica, etc, en este grupo de pacientes.
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6. Validar la utilidad del test de linfoproliferacién a SLA como marcador de curacién que

permita la retirada de la profilaxis secundaria en pacientes con test positivo.

Como ya mencionamos, nuestra hipotesis se basa en que en aquellos pacientes con
menos de 200 cel/ul CD4" que presentaran una buena respuesta celular especifica frente a
SLA, se podria suspender la profilaxis de manera segura (0 no iniciarla) y se podrian

considerar pacientes curados.
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I11. MATERIAL Y METODOS
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I. TIPO DE ESTUDIO

Se trata de un estudio observacional longitudinal de una cohorte prospectiva de
pacientes, con recogida retrospectiva de datos. La poblacion del estudio comprendio la

cohorte de pacientes VIH en seguimiento en el Hospital Universitario de Fuenlabrada.

Se seleccionaron los pacientes de entre todos los pacientes que acudieron de forma
consecutiva a nuestra consulta de Enfermedades Infecciosas/VIH durante los afios de
duracion del estudio ( inicio en enero de 2013 hasta el 31 de diciembre 2015 ), durante el cual
se extrajeron muestras de 135 pacientes, seguin unos criterios de inclusion y exclusion que se

detallan mas adelante.

Las visitas se llevaron a cabo en las consultas del Servicio de Medicina Interna del
Hospital Universitario de Fuenlabrada y la extraccién de muestras sanguineas también se

realizaron en el mismo centro.

Se enviaron dichas muestras a la Unidad de Leishmaniasis y Chagas en el Centro
Nacional de Microbiologia en el Instituto de Salud Carlos III donde habitualmente son
procesadas este tipo de muestras ya que en nuestro hospital no existen las instalaciones ni el

personal necesario para realizar este tipo de analisis.

Los pacientes que presentaron enfermedad (leishmaniasis visceral) y por lo tanto
requirieron la extraccion de mas de una muestra, donaron su consentimiento por escrito
(Anexo 1). El resto de pacientes asintomaticos a los que se les realizo la extraccion de una
muestra para comprobar su exposicion, donaron su consentimiento de manera verbal tras ser

informados por sus médicos habituales o por mi misma.
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2. CARACTERISTICAS DE LA POBLACION DE FUENLABRADA Y SU
POBLACION VIH

Fuenlabrada es un municipio situado en el sur de Madrid. En 2011 ocupaba la cuarta
posicion en cuanto a tamafio de la poblacion de la comunidad de Madrid, tras Madrid capital,
Mostoles y Alcala de Henares. Segln el INE de 2014, en el padron municipal constaban
195 864 habitantes y una densidad de poblacion de 4969,91 hab./kmz2. En un corto periodo de
tiempo, paso de tener 18,442 habitantes en el afio 1975 a 212,395 habitantes en 2001, con un
crecimiento del 874,6 por ciento. La poblacion del municipio se reparte entre las poblaciones

de Fuenlabrada (170 018 hab.) y Loranca (28 114 hab.).

Figura 15. Evolucion de la poblacion desde 1960-2011 ( Datos del censo Ayunt. Fuenlabrada).
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Grafico de la evolucion de la poblacionde Fuenlabrada desde 1960 hasta 2011

Es una poblacién muy joven, debido principalmente a un proceso de migracion muy

importante durante los afios 80 con la llegada de muchos jovenes que se instalaron en este
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municipio. El 40,19% de su poblacion es menor de 20 afios, y la tasa de ancianos es del

6,59%, con una relacion jovenes-ancianos de 6,1.

En el siguiente grafico (datos publicos del censo del ayuntamiento Fuenlabrada) se
puede observar una piramide poblacional con un predominio de poblacion entre los 25 y los

60 afos.

Figura 16. Poblacion de Fuenlabrada 2011( Datos del censo Ayunt. Fuenlabrada).
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Grafico de la poblacion de Fuenlabrada en enero de 2011

Por lo tanto se trata de una de las poblaciones mas jovenes de toda la comunidad de
Madrid lo que le confiere al Hospital de Fuenlabrada unas caracteristicas particulares que

influyen mucho en el tipo de patologias que se tratan en el hospital.
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Figura 17. Estructura poblacional por grupos de edad ( datos del censo Fuenlabrada)

Estructura de poblacion en Fuenlabrada, por grandes grupos de edad: 2011
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Estructura de la poblacion por grupos de edad

Ademas en este area existe una gran cantidad de poblacion migrante, unas 25.303
personas censadas en el afio 2016, con una importante representacion de poblacion africana
principalmente procedente de Marruecos (4.200 habitantes), Guinea Ecuatorial (1.094 hab.) y
Nigeria (2.300 hab.), lo cual es un dato demografico muy importante, ya que modifica mucho
el perfil de los nuevos diagnosticos de VIH que se realizan en el hospital, y que de manera
bastante frecuente, se realizan en pacientes provenientes de Nigeria y Guinea Ecuatorial. En
la siguiente tabla se pueden observar con mas detalle el nUmero exacto y que porcentaje
suponen de la poblacién de Fuenlabrada segun los datos facilitados por el ayuntamiento a

fecha de enero 2016.
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Figura 18. Distribucion de poblacion inmigrante ( datos del censo Fuenlabrada).

Hombres

Mujeres

Total

Nimero %T.Pais % Total

Nacionalidad Namero %T.Pais %T.Hom. %Total Nimero %T.Pais %T.Muj. % Total

220 GUINEA ECUATORIAL 1 4214 341 182 633 5786 527 250 1004 10000 432
221 KENIA 0 000 000 000 210000 002 001 210000 001
223 LIBERIA 4 800 003 002 1200 001 000 5 10000 0,02
224 LIBIA 4 800 003 00 1200 001 000 5 10000 002
226 MALAWI 0 000 000 000 210000 002 001 210000 001
227 MALI 10 76%2 008 004 380 002 00 1310000 005
228 MARRUECOS 2481 5914 1872 983 1718 4086 1430 679 4205 10000 1662
234 NIGERIA 1306 5627 983 516 1015 4373 845 401 2321 10000 917

2.1 El Hospital de Fuenlabrada

El Hospital de Fuenlabrada se inaugurd en 2004 y es el hospital de referencia para el

area sanitaria 9. Actualmente tiene unas 400 camas, y su poblacion asignada es de unos

221.000 pacientes, que proceden de las diferentes poblaciones que atendemos ( figura 18).

Fuenlabrada cuenta ademas con ocho centros de salud que atienden a la poblacion, y

por su distribucién geogréfica, los mas cercanos a las zonas del brote son el Centro de salud

de Castilla la nueva, el centro de salud de Alicante y el de Cuzco. En la figura 19 se pueden

observar la poblacion asignada a cada centro de salud, objetivandose la cantidad de poblacién

entre 15 y 65 afios susceptible en la época del brote.
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Figura 18. Poblacion asignada al Hospital de Fuenlabrada( Datos publicos del Hospital de

Fuenlabrada)

POBLACION ASIGNADA

Poblaciones de referencia de la Comunidad de Madrid y de la poblacién asignada. Por sexo,
municipios.

Total [Hombres [Mujeres
Comunidad de Madrid 6.498.560 3.130.241 3.368.319
Fuenlabrada 198.132 99.189| 98.943|
Humanes de Madrid 18.870 9.624 9.246
[Moraleja de Enmedio 4,984 2.496| 2.488|
Total 221.986 11 .309| 110.677

Fecha de referencia: 1 de Enero de 2012

Fuente: Instituto Nacional de Estadistica (INE)

Figura 19. Poblacion asignada a los diferentes centros de Salud de Fuenlabrada.

Poblacion asignada

POBLACION (31112/2012)
LOCALIDAD <14 14-64 >=65

NOMBRE CENTRO

C.5. ALICANTE FUENLABRADA | 4.201] 20.477] 2.471] 27.149
C.5. CASTILLA LA NUEVA [FUENLABRADA | 3.321] 15,593 1.541] 24.455
C.5. CUZCO FUENLABRADA | 3.244] 18.804| 2.002] 24.050]
C.5. EL NARANIO FUENLABRADA | 2.725 15.509) 1.598 19.832
C.5. FRANCIA FUENLABRADA | 4.853| 28.540) 2.528| 36.721
C.5. HUMANES HUMANES 4.547| 1e.568| 1.772| 23.687
C.5. PANADERAS FUENLABRADA | 6.465) 27.523| 3.203| 37.155
C.5. PARQUE LORANCA |FUENLABRADA | 7.907| 20.410| 1.135| 23.442

TOTAL 37.667 168.224 16.640 222.531
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Las areas mas afectadas durante el brote de leishmaniasis visceral fueron las zonas
adyacentes al parque de Bosque Sur, situado al norte de la ciudad. Durante los comienzos del
brote, se observo una clara concentracion espacial de los casos en el norte del casco urbano,
sobre todo en las zonas limitrofes con suelo que no era edificado. En el resto de municipios

(Getafe, Leganés y Humanes) no se ha encontrado ningun patron de concentracion espacial.

Figura 20. Poblacion asignada al Mapa extraido del informe técnico de la direccion de Salud publica
de la Comunidad de Madrid donde se observa la distribucion de los casos segun la residencia de los

pacientes desde 2009-2015.
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Este patrén ha ido evolucionando con el tiempo, y de hecho a partir de 2014, los

casos se encontraban mas dispersos, perdiéndose este componente de concentracion espacial.
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2.2 Poblacion VIH en el Hospital de Fuenlabrada

Nuestro hospital tiene un Servicio de Medicina Interna y formando parte de él, se
encuentra el Area de Enfermedades Infecciosas en cuyas consultas se han ido reclutando a los
pacientes. Desde 1 de enero de 2005 hasta 31 de diciembre de 2015, un total de 583 pacientes
VIH han sido atendidos en nuestras consultas. De ellos, 49 han fallecido y 212 no han
acudido a consulta en el Gltimo afio, por lo que 321 se consideran en seguimiento durante
2015 (al menos una consulta durante el afio). Desde el 1 de Enero de 2005 hasta el inicio del
brote (1 de Junio de 2009) el total de pacientes VIH que acudié a nuestras consultas fue de
345, y desde el inicio del brote hasta el fin del estudio (31 de Diciembre de 2015), el total de
pacientes atendidos han sido de 462. Por otro lado, segun los datos aportados por nuestro
servicio de Medicina Preventiva, que consultd los registros de la Comunidad de Madrid
existentes sobre VIH, constan 704 pacientes VIH diagnosticados en el 4rea de Fuenlabrada

desde la creacion de los registros en 2007.

Respecto a la cohorte de pacientes VIH en seguimiento (321), el 70% son hombres, la
edad media al diagndstico fue de 31 afios, el 32% son inmigrantes y el 21% son inmigrantes

de origen subsahariano.

En general los pacientes de nuestro hospital se encuentran bien controlados. La
mayoria realiza tratamiento TARGA y esta con carga viral indetectable, como se puede ver en

la dos siguientes tablas.
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Hasta 31 de diciembre de 2015 estos son los datos de nuestras consultas:

Tabla 4. Total de pacientes en seguimiento por ario y ratio de visitas.

Afio Total pacientes en Ratio visitas/paciente Nuevos/afio
seguimiento
2005 87 3.53 64
2006 140 3.39 70
2007 177 3.11 59
2008 203 3.25 52
2009 230 3.03 48
2010 232 2.93 37
2011 253 3.02 39
2012 265 2.77 31
2013 290 2.92 40
2014 310 3.02 31
2015 321 2.39 20

Tabla 5. Cantidad de pacientes en tratamiento y control de cargas virales.

En tratamiento  Sin tratamiento ~ Carga viral < 50 (%)

31.12.13 277 13 76.4
31.12.14 293 17 911
31.12.15 321 6 94.6

Se puede observar, por lo tanto, que son pacientes con muy buen control y carga viral
indetectable en la inmensa mayoria de ellos. Asi pues, el perfil VIH de nuestro hospital es
similar a la del resto de Espafia durante la Gltima década, salvo por la mayor proporcién de

pacientes africanos, especialmente subsaharianos.
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3. SELECCION DE SUJETOS

Para la seleccion de los participantes, se consideraron potencialmente reclutables
todos los pacientes que acudieran a nuestra consulta de Enfermedades Infecciosas/VIH

durante los afios de duracién del estudio ( enero 2013 hasta diciembre 2015).

A) CRITERIOS DE INCLUSION:

- Mayor de 18 afios con infeccion cronica por VIH

- Haberse realizado al menos una analitica y haber realizado al menos, una visita en nuestra

consulta de Enfermedades Infecciosas/ VIH.

- Conceder su consentimiento por escrito en el caso de los pacientes enfermos, y verbal en el

caso de los pacientes en seguimiento en la consulta, para participar en el estudio.

B) CRITERIOS DE EXCLUSION:

- Paciente que aun acudiendo a consulta no tuviera al menos una analitica con CD4" y carga

viral durante el primer afio de duracién del estudio.

- Paciente que no donara su consentimiento y no quisiera participar en el estudio.
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4. VARIABLES DE ESTUDIO

a) Evento principal: Enfermo de leishmaniasis visceral, definido como paciente

sintomético en relacién con infeccién documentada por Leishmania (se requiere visualizacion
al microscopio de Leishmania, aislamiento de Leishmania por cultivo o deteccion de DNA de
Leishmania por PCR en cualquier 6rgano o en sangre); o bien serologia positiva usando

técnicas basadas en rK39 (técnica cualitativa) o IFI (superior a dilucion 1/40).

b) Variables secundarias:

e Paciente con exposicion a Leishmania: definido como paciente con infeccion

documentada por Leishmania (visualizacion al microscopio de Leishmania,
aislamiento de Leishmania por cultivo o deteccion de DNA de Leishmania por PCR
en cualquier érgano o en sangre); o bien serologia positiva usando técnicas basadas en
rk39 (técnica cualitativa) o IFI (superior a dilucion 1/40); o bien que presenta

respuesta celular positiva para Leishmania.

e Paciente con exposicion a Leishmania asintomatico: paciente que cumple la definicién

de exposicidn previa y esta asintomatico.

e Paciente con exposicién a Leishmania v alto riesgo de padecer leishmaniasis visceral:

paciente que cumple la definicibn de exposicion previa y que ademas presenta

respuesta celular especifica para Leishmania negativa.

e Paciente con exposicién a Leishmania vy bajo riesgo de padecer leishmaniasis visceral:

paciente asintomatico, en el que no se detecta Leishmania (no visualizacion al

microscopio de Leishmania, cultivo negativo o deteccion de DNA de Leishmania por
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PCR en cualquier 6rgano 0 en sangre negativa) y que ademas presenta respuesta

celular especifica para Leishmania positiva.

e Paciente enfermo: clinicamente sintomatico.

e Paciente curado: asintomatico, y SIN PROFILAXIS.

e Paciente suprimido: asintomatico pero CON PROFILAXIS.

e Paciente NO curado: paciente enfermo o paciente suprimido.

c) Covariables: Edad, sexo, raza, comorbilidades asociadas, tiempo de duracion de
infeccion VIH, factor de riesgo VIH, cifra de CD4, carga viral, tipo y duracion de tratamiento

antirretroviral.
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5. PRUEBAS LABORATORIO REALIZADAS

Se realizaron en el contexto de la practica clinica habitual, hemograma, bioquimica
basica con perfil hepatico, CD4" y carga viral. Ademas, a los pacientes enfermos de
leishmaniasis visceral se les realizaron otras determinaciones como proteina C reactiva,
ferritina, VSE y LDH. Estas pruebas se realizaron en el laboratorio del Hospital de

Fuenlabrada.

Se realizaron también en nuestro centro ecografia o0 TAC abdominal para determinar
la presencia de hepatoesplenomegalia, asi como aspirado o biopsia de médula 6sea en el caso
de los pacientes enfermos, dentro del proceso habitual de diagnéstico de esta enfermedad que

requiere confirmacion histoldgica o seroldgica, como hemos mencionado previamente.

Parte de los anélisis mas especificos no se podian realizar en nuestro hospital dada su
complejidad y la necesidad de formacion especifica en este &mbito, por lo que se mandaban
en el mismo dia de la extraccidon sanguinea al laboratorio de la Unidad de Leishmaniasis y

Chagas en el Centro Nacional de Microbiologia en el Instituto de Salud Carlos Il1.

5.1 Examenes parasitoldgicos

5.1.1 Cultivos en medio NNN

Se realizaron los cultivos de los aspirados y biopsias de médula 6sea realizadas a los pacientes
enfermos de leishmaniasis visceral, y de las células mononucleares de sangre periférica en los
pacientes controles. La presencia, viabilidad y cantidad de parasitos se determind mediante el

cultivo en medio NNN vy la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para Leishmania en la

médula 0sea y células de sangre periférica, y la observacion al microscopio, tras tincion de

Giemsa, del aspirado de médula 0Osea.
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Las células mononucleares de sangre periférica (PBMCs) fueron resuspendidas en
NET-10 y se cultivaron en medio NNN (Novy-MacNeal-Nicolle) 50 pl/muestra. Los cultivos
se mantuvieron en estufa a 270C de temperatura y fueron examinados, cada 7 dias, mediante
microscopia para determinar la presencia/ausencia de parasito. La muestra fue considerada

negativa cuando no se observaron promastigotes tras 28 dias de cultivo.

5.2 Aislamiento de ADN genémico y PCR en tiempo real:

El aislamiento de ADN genomico y la PCR en tiempo real o qPCR se realizaron segun
descrito por Cunha et al. Se obtiene el ADN gendémico a partir de 100 pul de sangre con
anticoagulante citrato-EDTA, mediante extraccion con fenol/cloroformo y precipitacion con

etanol (Maizels y col., 1991). EI ADN precipitado se resuspende en agua destilada estéril

ajustando la concentracién a 10 ng/pl (5X104 parasitos/ul), tras lectura espectrofotométrica a
260 nm (Ultrospec 3000, Pharmacia Biotech, USA). La deteccion del parésito se realizd
mediante un protocolo de PCR nested especifica del género Leishmania. Esta técnica se
caracteriza por tener una gran sensibilidad al contar con dos pasos de amplificacion y una alta
especificidad al utilizar dos parejas de cebadores o primers distintos en cada paso. La diana de
la reaccion de amplificacion es la region variable del gen que codifica el ARN de la
subunidad pequefia del ribosoma que presenta un bloque de secuencia que es conservado para
todo el género Leishmania, al mismo tiempo que presenta diferencias con otros organismos
(Meredith y col., 1993; Simpson y col., 2002). De este modo, la LnPCR permite amplificar

todas las especies de Leishmania de manera especifica sin obtener resultados positivos falsos.

PCR cuantitativa: Para cuantificar la carga parasitaria se realiz6 una técnica de PCR

cuantitativa a tiempo real. Para ello se empled el termociclador de alta velocidad LightCycler
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(Roche Diagnostics, Espafia) y el kit LightCycler FastStart DNA Master SYBR Green |

(Roche Diagnostics, Esparia).

5.3 Estudio de la respuesta inmune

Se realizé una evaluacion de la respuesta tanto celular como humoral. Esta Gltima se
realizd mediante ensayos de inmunofluorescencia indirecta (IFI) y de inmunoensayo
enzimético (ELISA) frente al antigeno soluble de L. infantum (SLA) y frente al antigeno
recombinante rK39. La respuesta celular frente a Leishmania se midié mediante la prueba de

linfoproliferacion in vitro frente a SLA.

5.3.1 Determinacién de la respuesta inmune humoral

e Inmunofluorescencia indirecta (IFI):

Los anélisis se realizaron con las muestras de plasma utilizandose una suspension de
promastigotes de L. infantum (MHOM/FR/1978/LEM-75) fijados en un portaobjetos
mediante acetona. En cada portaobjetos se incluye un control negativo y positivo. Tras una
incubacion de 30 minutos en una camara humeda a 37°C, se realizaron tres lavados con PBS a
temperatura ambiente mediante agitacion ligera y posteriormente se procede a realizar
diluciones desde 1/20 hasta 1/640 para determinar los niveles totales de IgG. Para esto, se
utiliza el anticuerpo anti-lgG canino conjugado con isotiocianato de fluoresceina (FITC)
(ICN, Biomedical Incorporation, USA) y el colorante azul de Evans (Sigma, USA), diluidos
1/150 y 1/1000 respectivamente.

La observacion se realiz6 mediante un microscopio de fluorescencia (Dialux 20EB, Leitz,
Alemania), estimandose la prueba como positiva cuando la muestra presentd un titulo de

anticuerpos superior a 1/80.
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e |nmunoensayo enzimatico (ELISA):

Se realizo la técnica de ELISA para la determinacién de anticuerpos frente al antigeno
rk39 y SLA en placas de 96 pocillos de fondo plano (Nunc, Dinamarca). La sensibilizacion
de las placas se hizo diluyendo los antigenos en tampdn carbonato (Na2CO3 15 mM,
NaHCO3 28 mM, pH 9.6), empleando rK39 y SLA en cada pocillo. Tras la incubacion
durante toda la noche a 4°C, las placas se bloquearon durante una hora con 200 pl de PBS-
Tween 20 (PBS-T) al 1% en el caso de rK39 y PBS-T al 0.3% con albdmina sérica bovina
(BSA) al 1% para SLA. Tras 30 minutos de incubacion a temperatura ambiente, se procede al
lavado de las placas con PBS-T al 0.1% cinco veces. A continuacion se afiaden 50 pl de los
sueros a analizar y transcurrida una incubacion de 30 minutos a temperatura ambiente, se
procede al lavado de las placas segun describimos anteriormente.

Las muestras se incubaron con la proteina A conjugada con peroxidasa (Zymed
Laboratories Incorporation, USA) diluida en PBS-T al 0.1% 1/8000 durante 30 minutos a
temperatura ambiente, lavando a continuacion. Se afiadio el sustrato acido benzotiazolina-
azino-sulfénico (ABTS) siguiendo las instrucciones del fabricante (Sigma, USA) vy la
reaccion se detuvo con dodecil sulfato sddico (SDS, Sigma, USA) al 5%, realizandose la
lectura a una absorbancia de 405 nm mediante un espectrofotometro para placas ELISA
(Merk ELISA System MIOS, Merk, Alemania).

e rK39-ICT: Se tratan de unos “Dipsticks”, que se compraron a los laboratorios Leti, y

fueron realizados segun las instrucciones del manufacturador.

5.3.2 Determinacién de la respuesta inmune celular: Técnica de linfoproliferacién

e Obtencion del Antigeno soluble de Leishmania: El antigeno soluble de Leishmania se

obtiene a partir de una cultivo de promastigotes en fase estacionaria de la cepa: JPC strain,
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MCAN/ES/98/LLM-722 de L. infantum. Se realizan lavados consecutivos en PBS
(phosphate-buffered saline), tras obtener el cultivo. EIl precipitado celular obtenido se
procesa siguiendo el protocolo descrito por Scott y col. (1987). Se centrifuga a 1000 g
durante 20 min a 4°C. Posteriormente se vuelve a suspender en un buffer de lisis (50 mM
Tris/5 mM EDTA/HCI, pH 7) realizdndose tres ciclos de congelado/descongelado rapido
seguido por tres pulsos con un sonicador durante 20 segundos a 40w. La solucion se
centrifuga a 27000 g durante 20 minutos a 4°C y el sobrenadante es alicuotado y
almacenado a -80°C hasta su uso. La composicion del homogeneizado se comprueba
mediante electroforesis SDS-PAGE, y la determinacion de la concentracion proteica se
realizd mediante la prueba del acido bicinconinico (BCA, Protein assay reagent, Pierce
Chemical Company, USA).

Aislamiento de las células mononucleares de sangre periférica (PBMCs): Las células

mononucleares de sangre periférica se aislan a partir de 2 ml de sangre periférica recogida
en un tubo de 10 ml de sangre heparinizada. Posteriormente, la sangre se mezcla con 2 ml
de PBS vy las células se tratan con un buffer de lisis eritrocitario ACK (0.15M NHACI,
1.0mM KHCO3, 0.1mM Na2 EDTA, pH 7.4) lavandose posteriormente dos veces en PBS
(phosphate-buffered saline). Las PMBC se suplementan con suero fetal bovino (inactivado
mediante calor) al 10%, 100 1U/ml de penicilina, 100 pg/ml estreptomicina, 2 mM de L-
glutamina, 50 uM de 2-mercaptoethanol, y 1 mM piruvato de sodio. 100ul de PBMCs se
colocan en placas con 96 pocillos y son estimuladas con 100ul de 10 pg/ml
phytohaemagglutinin type M (PHAM) (Sigma-Aldrich, USA), o con SLA (10 pg/ml). Se
mantienen almacenadas durante 5 dias en un lugar humidificado al 5%, con CO2

atmosférico a 37°C. La proliferacion celular se mide con la incorporacion de
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bromodeoxiuridina utilizando el “Cell Proliferation Biotrak ELISA kit” (General Electric
Healthcare Life Sciences, UK).

El precipitado obtenido de PBMCs se resuspendié en 5 ml de medio ACK (NH4CI
155 mM, KHCO3 100 mM, EDTA 0.1 mM, pH 7.2) y se incubd durante 5 minutos a 4°C.
Posteriormente, se afiadié PBS hasta un volumen aproximado de 50 ml y se centrifugo a
800g durante 10 minutos a 4°C. Tras otro lavado con PBS, las células se resuspendieron en
5 ml de medio completo, y se tom6 una muestra de 15 pl para realizar el recuento celular
en cdmara de Neubauer.

Para determinar el aumento de la proliferacién celular inducida por la estimulacion
de un antigeno especifico o un mitégeno, empleamos el kit comercial Biotrack (Amersham
Biosciences, Reino Unido) que cuantifica la proliferacion celular mediante un ensayo
colorimétrico. Los ensayos se hicieron por triplicado.

Los resultados se muestran como indice de estimulacion (SI) para SLA, indice que
se calcula dividiendo el resultado de linfoproliferacion de la muestra del paciente
estimulada con SLA frente al control. El punto de corte o cutt off para considerar una
respuesta linfoproliferativa frente a SLA positiva se calcul6 como la media + 3 DS del
indice de estimulacion (SI) para 51 pacientes VIH expuestos a leishmania pero no
enfermos, y fue un SI de 1.71+/- 10%. Por lo tanto se considero positivo por encima de
1.88 y dudoso entre 1.53 y 1.88 por lo que en caso de estar en este rango, se repetia la

muestra para asegurar un resultado positivo o negativo.
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6. ESTRUCTURA DEL ESTUDIO

Célculo del tamafio de la muestra: De todos nuestro objetivos, uno de los pardmetros

que mas nos interesaba era comprobar la proporcion de pacientes expuestos SLA positivos.
Para realizar el calculo de la muestra, estimamos una prevalencia en torno a un 15%.
Realizando una célculo para unos 430 pacientes, con un nivel de confianza 95% y una
precision del 5%, estimando que tendriamos una proporcion de positivos del 15%, el tamafio

maestral necesario para estimar una proporcion salia de 135.

Bases de datos: Para conseguir analizar los diferentes objetivos de nuestro estudio,

hemos manejado varias bases de datos. En la primera base de datos, se encuentran recogidos
todos los pacientes VIH que han sido atendidos en nuestro hospital desde 1 de enero de 2005
hasta 31 de Diciembre de 2015, un total de 583 pacientes. En esta base de datos, encontramos
todas las caracteristicas epidemioldgicas, clinicas, analiticas, de tratamiento y evolucion del
VIH asi como las caracteristicas clinicas, analiticas y de tratamiento de los episodios de
leishmaniasis visceral en aquellos pacientes que tuvieron coinfeccion.

De este grupo de pacientes se seleccionaron 135 pacientes para extraccion de muestras
de sangre donde realizar los estudios parasitologicos y de respuesta inmunoldgica humoral y
celular, incluyendo enfermos de leishmaniasis visceral y asintomaticos. De los 135 pacientes,
123 corresponden a pacientes asintomaticos para leishmaniasis (“controles”) y 12 a pacientes
que habian padecido leishmaniasis, 10 visceral y 2 cutanea.

Para comprobar que nuestra muestra de 123 pacientes “controles” VIH con estudio
completo, y los pacientes enfermos (12), era representativa, y que no existia ninguna
diferencia a nivel epidemiolégico ni en el nivel de inmunodepresién, distribucién de edad,

sexo, etc se realizd un test de homogeneidad comparando la muestra de los 135 pacientes con
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estudio completo frente a los 430 de la cohorte que no fueron estudiados. El test de
homogeneidad demostrd que nuestra muestra de pacientes a los que se realizaron los estudios
parasitologicos y de inmunidad no se diferenciaba del resto de pacientes VIH en ninguna
caracteristica recogida. Las caracteristicas de ambas muestras y la comparacion de las
variables se detallan en ANEXO I.

En una segunda base de datos se incluyeron todos los resultados de los test de
respuesta celular, respuesta humoral y test parasitologicos que se han realizado sobre cada
muestra extraida a los 135 pacientes reclutados. En los 123 pacientes “controles” se repitio el
test en los casos con resultado de SLA dudoso ( Sl entre 1.53 y 1.88), disponiendo de un total
de 158 muestras de este grupo de pacientes.

En los 12 pacientes enfermos y tratados se incluyeron los test trimestrales durante el
seguimiento, disponiendo en total de 56 muestras.

Por ultimo, manejamos una base de datos con todos los datos clinicos, analiticos y de
tratamiento, de los pacientes enfermos de leishmaniasis visceral atendidos en nuestro centro
(143), ya fueran pacientes inmunocompetentes, pacientes VIH o en tratamiento con anti-TNF.

Prevalencia: Para estimar la prevalencia de exposicién a Leishmania infantum en
pacientes VIH en zona de alta endemia, se calculd la prevalencia de exposicion en base a la
definicion de paciente “expuesto” en nuestra cohorte de 135 pacientes con el estudio
completo realizado. Nuestra definicion de paciente “expuesto” a Leishmania se realizd en

base los criterios citados anteriormente que se pueden ver resumidos en la siguiente tabla:
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Paciente con exposicibn a Leishmania definido como paciente con infeccion

documentada:
e Visualizacién al microscopio de Leishmania
e Aislamiento de Leishmania por cultivo.
e Deteccion de DNA de Leishmania por PCR en cualquier 6rgano o en sangre.
e Serologia positiva usando técnicas basadas en rK39 (técnica cualitativa) o IFI
(superior a dilucién 1/40)

Para calcular la prevalencia de exposicion de toda la poblacion VIH de Fuenlabrada,
debemos utilizar como numerador el ndmero total de expuestos, y como denominador el
namero total de VIH.

El nimero total de expuestos es la suma de los sintomaticos (todos los enfermos) y los
expuestos asintomaticos del total de pacientes en riesgo de exposicion. ElI nimero total de
pacientes sintomaticos (enfermos) diagnosticados desde el 1 de Enero de 2005 hasta el 31 de
Diciembre de 2015 ha sido 15; 13 viscerales y 2 cutaneos. Para estimar el nimero total de
expuestos asintomaticos, extrapolamos el porcentaje de expuestos que obtuvimos de nuestra
muestra al total de la poblacion VIH de Fuenlabrada que ha estado en riesgo de estar expuesta
en el periodo de estudio, y que estimamos que debe estar entre 583 (nuestra cohorte desde
2005 a 2015) y 704 (total de pacientes VIH registrados por la Comunidad de Madrid
residentes en Fuenlabrada) (ver pagina 88). Estas mismas cifras (583 y 704) la usaremos
como denominador para el calculo de la prevalencia.

Ademas, se realiz6 un seguimiento de los pacientes asintomaticos durante el periodo
del estudio para valorar el riesgo de caer enfermos de leishmaniasis visceral (evento principal)
comparando los grupos de alto y bajo riesgo segun las definiciones ya citadas.

Incidencia: Para determinar la incidencia acumulada de la leishmaniasis visceral en
pacientes VIH, se tomd como numerador los 13 casos de leishmaniasis visceral

diagnosticados desde el 1 de enero de 2005 para el total de la cohorte. De estos 13, 4 se
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diagnosticaron antes de la declaracion del brote el 1 de junio de 2009 y 9 se diagnosticaron
después. Para la incidencia del total del periodo de seguimiento de la cohorte (1 de Enero de
2005 a 31 de Diciembre de 2015) hicimos una estimacion usando como denominadores el
total de pacientes de nuestra cohorte desde 2005 a 2015 (583) y el total de pacientes VIH
registrados por la Comunidad de Madrid en Fuenlabrada (704) (ver pagina 88). Para comparar
la incidencia antes y después del brote, utilizamos los datos de nuestra cohorte (430 antes del
brote y 462 después (ver pagina 88 y 89).

Hemos utilizado las definiciones de incidencia acumulada y la de tasa de incidencia
que se detallan a continuacién:

¢ Incidencia acumulada ( 1A): es la proporcion de individuos que desarrollan el evento

durante el periodo de seguimiento.

| _ N eventos nuevos
A[‘“J M= individuos sucephbles al comlenzo

e Tasa de incidencia (T1): o densidad de incidencia, es la relacion entre el nUmero de

nuevos casos a lo largo de un periodo concreto y la suma de los periodos de riesgo de

cada uno de los individuos enfermos a lo largo del periodo que se especifica.

La incidencia acumulada no se puede calcular con certeza aplicando esta definicion ya
gue no sabemos el numero de individuos susceptibles al comienzo. Nuestra cohorte de
seguimiento es muy variable con muchos pacientes que entran (nuevos diagnosticos) y salen
(éxitus y abandonos). Hemos utilizado un nimero estimado, que es el de pacientes de la
cohorte de la consulta (583) y de los datos del registro nacional (704), pero no son al inicio de
la cohorte sino durante el total de la misma. Para saber el inicio de la cohorte habria que saber
cuantos VIH habia en Fuenlabrada el 1 de Enero de 2005, y eso es imposible porque no

tenemos los datos de nuestra cohorte porque no existia (el hospital estaba recién abierto) y
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porque a nivel nacional solo se declaraban en ese momento los casos de SIDA, no VIH. Lo
mismo ocurre con la de antes y después del brote.

Para el célculo de la tasa de Incidencia necesitamos conocer el periodo de riesgo de
cada paciente. Esto no se puede saber, ya que no se sabe cuando los pacientes han venido y
cuando han dejado de vivir en Fuenlabrada, por lo que hemos usado el momento en el que
entraron y salieron de la cohorte. Segun la base de datos de la cohorte VIH, la suma de los
periodos de riesgo de cada uno de los individuos enfermos a lo largo del periodo que se
especifica los calculamos usando el tiempo en afios entre la primera y la ultima visita, durante
el periodo total de seguimiento y durante los periodos antes y después del brote.

Descriptivo: Para describir el cuadro clinico y evolucion de los pacientes que han
desarrollado la enfermedad durante el estudio, se utilizd la base de datos con las
caracteristicas recogidas de los enfermos. Se realiz6 una descripcion observacional de los
casos, con sus caracteristicas clinicas, epidemiologicas, analiticas, etc... de los pacientes con
leishmaniasis visceral, y los dos pacientes que han desarrollado leishmaniasis cutanea durante
el estudio. También comparamos nuestra muestra con otras cohortes de pacientes
coinfectados publicadas hasta ahora.

Posteriormente procedimos a realizar una comparacion de las caracteristicas de los
pacientes VIH frente a la evolucién y clinica de los pacientes inmunocompetentes y pacientes
con otros tipos de inmunodepresion, con el objetivo de intentar establecer si existen
diferencias entre estos grupos y su presentacion clinica, evolucion, etc... Este apartado es un
trabajo en comun con otras dos tesis que se estan realizando en el hospital que analizan el
cuadro clinico en pacientes inmunocompetentes y en pacientes bajo tratamiento

inmunosupresor.
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Factores de riesgo: Para intentar determinar los factores de riesgo para el desarrollo de

leishmaniasis en subpoblaciones tales como los pacientes coinfectados con VHC, raza negra
cirrosis o umbral de CD4, utilizamos la base de datos de todas las muestras extraidas,
comparando aquellos pacientes expuestos y aquellos pacientes que enfermaron. Se intentaron
explorar la mayor cantidad de variables posibles, en relacion con caracteristicas clinicas de los
pacientes, cargas virales, que estuvieran en tratamiento o no, la distancia hasta el parque, etc.
Utilidad SLA: Finalmente para validar la utilidad del resultado del test de SLA para la
retirada de la profilaxis secundaria, se retird la profilaxis en los pacientes con respuesta
celular al SLA positiva con la definicion citada (superior a 1.88) independientemente de su
cifra de CD4, y se evalud la incidencia de recidivas en pacientes con SLA positiva frente a los

pacientes con SLA negativa.
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7. ANALISIS ESTADISTICO

Empleamos la aplicacion estadistica SPSS version 21.0 (SPSS Inc., Chicago, IL). Las
variables cualitativas se caracterizaron mediante la distribucion de sus frecuencias absolutas y
relativas. Las variables cuantitativas se han ofrecido a través de su media o mediana *
desviacion estandar (DE), rango o intervalo de confianza del 95%.

Se llevo a cabo un analisis multivariante mediante regresion logistica para determinar
la asociacion entre las variables primarias y secundarias del estudio, controlando a su vez el
efecto de posibles factores de confusién. Se ha fijado un valor de P <0,05 como nivel de

significacion estadistica.
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OBJETIVO 1. Prevalencia de exposicion a Leishmania infantum

De la muestra de 135 pacientes con estudio de exposicién completo, 31 (22.9 %)
cumplian la definicion para considerarlos expuestos, y 104 (77,03%), no expuestos. Entre los
123 pacientes asintomaticos para leishmaniasis, 19 de ellos (15.4 %) cumplieron con la
definicién de expuesto (Figura 21).

Para calcular la prevalencia de exposicion de toda la poblacion VIH de Fuenlabrada,
debemos calcular como numerador el nimero total de expuestos, y como denominador el
namero total de VIH. EI nimero total de expuestos es la suma de los sintomaticos (todos los
enfermos) y los expuestos asintomaticos. Los pacientes SINTOMATICOS son 15 (13 de
leishmaniasis visceral y 2 de cuténea). Para estimar el nimero total de ASINTOMATICOS
EXPUESTOQOS, extrapolamos el porcentaje de expuestos de nuestra muestra (15.4 %) al total
de la poblacion VIH de Fuenlabrada que ha estado en riesgo de caer enferma en el periodo de
estudio, y que estimamos que debe estar entre 583 pacientes (nuestra cohorte) y 704 pacientes
(registro de Comunidad de Madrid). Asumiendo estas cifras, el nimero total de expuestos
asintomaticos VIH de Fuenlabrada debe estar entre 87 (15.4% de 583) y 105 (15.4% de 704);
y por tanto el numero total de expuestos, que seria la suma de los sintomaticos y
asintomaticos, estaria entre 15+87 (102) y 15+105 (120). Usando estos numeros como
numerador, la prevalencia estimada de exposicion estaria entre 102/583: 17.5 % y 120/704:
17.0%.

Por tanto:
e Prevalencia de exposicion entre pacientes asintomaticos en nuestra cohorte: 15.4%.

e Prevalencia de exposicion de la poblacion total de VIH: 17-17.5 %
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Por otro lado, en el grupo de pacientes asintomaticos expuestos se plante6 la hipotesis
de estimar el riesgo de padecer leishmaniasis visceral segun las definiciones recogidas en
material y métodos que clasifican a los pacientes expuestos asintomaticos en alto y bajo
riesgo. Todos los pacientes asintomaticos expuestos cumplen con la definicion de bajo riesgo
de presentar enfermedad. Hay que destacar que todos ellos cumplen con esta definicion al
tener SLA positivo. En el tiempo de seguimiento ninguno de estos 19 pacientes ha presentado
leishmaniasis visceral ni cutanea.

Por tanto, no se encontrd ningln paciente asintomatico que cumpliera con el perfil de
alto riesgo de presentar enfermedad.

Del total de pacientes expuestos, solo 6 presentan SLA negativo y todos ellos habian
tenido leishmaniasis antes de hacer el estudio. Cuatro son pacientes que se trataron de
leishmaniasis visceral, pero estan presentando de manera recurrente recaidas o que estan en
profilaxis, y los otros dos son los pacientes que han padecido leishmaniasis cutanea.

Debido a que el factor de riesgo méas conocido para padecer leishmaniasis visceral
entre los pacientes VIH es la cifra de CD4", siendo el riesgo mayor cuanto mas bajo, se
estudiaron los pacientes con exposicion que habian tenido un nadir menor de 100 CD4

(Figura 21).
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Figura 21. Porcentajes de SLA positivos en pacientes asintomaticos segun su nadir y nivel de

CD4+ durante el brote.

Estudio exposicion a
123 pacientes .| Nadir total < 100 .|  CD4 <100 durante el brote
asintomaticos "I 50 pacientes M 28 pacientes
SLA + en asintomaticos SLA + SLA +
19 (15.4 %) 8(16 %) 4.(14,2%)

Como podemos ver, hay 50 pacientes asintomaticos que presentaron un nadir inferior a 100
CD4*, de los cuales un 16% presenta SLA positivo; y 28 que presentaron niveles de CD4*

inferiores a 100 durante el brote, de los cuales presentan SLA positivo un 14,2%.

Destacar que entre los 4 pacientes con CD4 < 100 y SLA positivo durante el brote, uno tuvo
infeccion diseminada por MAI y otro una toxoplasmosis cerebral, pero no padecieron

leishmaniasis a pesar de haber estado expuestos a Leishmania.
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OBJETIVO 2. Estimacion de la incidencia acumulada y tasa de incidencia de
leishmaniasis visceral en la cohorte de pacientes VIH que viven en la zona de
brote

La incidencia acumulada de leishmaniasis visceral en los pacientes VIH de nuestra
cohorte desde el 1 de Enero de 2005 hasta el 31 de Diciembre de 2015 ha sido del 2.23% si
tomamos como referente el nimero total de pacientes de nuestra cohorte (583), si bien es
cierto, que si tomamos como muestra el total de pacientes VIH registrados por la Comunidad
de Madrid en Fuenlabrada seria del 1.85% (13/704). Sin embargo, la incidencia no ha sido
uniforme en este periodo ya que aumento significativamente desde la declaracion del brote.
En nuestra cohorte, hubo 4 casos entre 430 pacientes seguidos hasta antes del brote (0.93%) y

9 casos sobre 462 seguidos después (1.94%).

Para el calculo de el tasa de incidencia, y usando los datos de nuestra base de datos de
la cohorte VIH, la suma de los periodos de riesgo de cada uno de los individuos enfermos
durante todo el seguimiento fue 5.99 afios. En este periodo hubo 13 casos de leishmaniasis
visceral, lo que da una tasa de 2.17 leishmaniasis/afio en la cohorte de 583 pacientes, 0 sea

372.2 casos por 100000 pacientes-afio.

Considerando los periodos antes del brote (1 de Enero de 2005 al 31 de Mayo de
2009), con 4 pacientes de leishmaniasis visceral, y de 1 de Junio de 2009 a 31 de Diciembre
de 2015, con 9 pacientes, tenemos para antes del brote un periodo de riesgo de 3.05 afios por
paciente, es decir 1.31 leishmaniasis/afio en una cohorte de 430 pacientes; o sea 305.0 por
100000 pacientes-afio. Después del brote obtuvimos 4.72 afios de seguimiento, con 9 casos
son 1.91 leishmaniasis/afio para 462 pacientes, es decir 413.4 casos por 100000 pacientes-

afo.

112



OBJETIVO 3. Descripcion del cuadro clinico y evolucion de los pacientes que
han desarrollado la enfermedad durante el estudio

Desde el 1 de enero de 2005 hasta el 31 de diciembre de 2015, 15 pacientes han
presentado leishmaniasis en Fuenlabrada, 11 de ellos desde el inicio del brote el 1 de junio de
2009. Dos de los pacientes presentaron leishmaniasis cutdnea (ambos durante el brote), y los
otros 13 pacientes han presentado leishmaniasis visceral. Recientemente se ha diagnosticado
en marzo de 2016 un caso méas de leishmaniasis visceral (14 en total), en un paciente en el
que han coincidido el diagnéstico de VIH con el de leishmaniasis visceral. Cabe destacar que
este Ultimo caso evidencia que el brote sigue activo y que persiste la notificacion de nuevos

Casos.

3.1. Leishmaniasis cutanea

Desde el inicio del brote, en el Hospital de Fuenlabrada, se han diagnosticado 357
casos de leishmaniasis cutdnea. De todos estos casos, solo 6 casos se han presentado en
pacientes inmunodeprimidos, y de éstos, 4 han sido en pacientes con otro tipo de
inmunosupresién (corticoides, metotrexate, anti-TNF) y solo dos se han presentado en

pacientes VIH.

En el caso del primer paciente, se tratd de un paciente varon de 28 afios, de
nacionalidad espafiola, que presentd una lesion en antebrazo izquierdo en enero de 2013, que
llevaba seis meses de evolucién. Como antecedente relevante, cabe destacar que su madre
habia presentado una leishmaniasis cutanea granulomatosa. La lesion consistia en un nédulo
anico, de 7 mm, eritemato-violaceo con una costra central. No presentaba lesiones a otros
niveles. Se procedio a extirpar la lesion y se realizd un estudio anatomopatoldgico y PCR

para leishmania. El estudio anatomopatoldégico mostré una dermatitis granulomatosa no
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necrotizante, con PCR + para Leishmania. Con respecto a la evolucion del VIH, el paciente
fue diagnosticado en 2008 con 22 afios, y la transmision fue de origen homosexual. Se
encontraba en categoria A2 sin que nunca se haya iniciado TARGA (aunque se le ha
propuesto en varias ocasiones). En el momento del diagnostico, presentaba 400 CD4+ cel/
ul. Tras la extirpacion, el paciente presentaba una lesion cicatricial con bordes infiltrados, por
lo que se realizo tratamiento con antimoniato de meglumina intralesional con 3 dosis, ya que
posteriormente faltd a varias consultas, pero con resolucién completa de las lesiones en

posteriores consultas de seguimiento a las que si acudio.

En el caso del segundo paciente, se trata de un var6on de 58 afios con VIH
diagnosticado en 1992 (edad al diagndstico de 34 afios) en estadio C2 con 332 CD4+ cel/ pul y
en tratamiento con TARGA con buena adherencia. El cuadro clinico consistio en una lesion
en region malar con costra, de meses de evolucion, que comenzé a estudiarse en octubre de
2010. Dicha lesion se analiz6 bajo sospecha de cancer basocelular dados los antecedentes del
paciente, entre los que destacaban varios carcinomas epidermoides ( en region anorectal,
trigono retromolar maxilar inferior) y linfoma no hodgkin de células grandes centroblasticas
de cavum por el cual habia recibido radioterapia en la zona de la lesidén cutanea, en dos
ocasiones. La biopsia mostré un infiltrado inflamatorio nodular, con granulomas no
necrotizantes sin que se observaran leishmanias. Con la evolucion de la lesidn, ésta comenz6
a impresionar de leishmaniasis cutanea, por lo que se solicitdé PCR para leishmania en la
muestra anatomopatoldgica, que resultd positiva. Se realizé tratamiento intralesional con
antimoniato de meglumina intralesional, y tras dos dosis, el paciente presentd muy buena
evolucion, con desaparicion de la lesion infiltrada y persistencia Gnicamente de una macula

residual.
Por lo tanto, en resumen, ambos pacientes fueron diagnosticados ante la sospecha
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clinica por el aspecto de las lesiones de leishmaniasis cutanea, y tras la realizacion de PCR
para leishamania sobre la muestra anatomopatoldgica de la biopsia. En ninguna de las
muestras se vieron leishmanias, pero si infiltrado linfohistocitario dérmico difuso con

granulomas epitelioides no necrotizantes.

Ninguno de los pacientes desarrollo clinica sistémica (no astenia, fiebre, pérdida de
peso...) ni alteraciones analiticas como pancitopenia, aumento de ferrtitina, etc... y ninguno
presentd adenopatias palpables regionales. Todos presentaron excelente evolucion con

tratamiento intralesional, y ambos presentaron lesiones cutaneas Unicas.

Con respecto al VIH ambos pacientes presentaban niveles de CD4+ > 200 cel/ ul, con

carga viral controlada, y s6lo uno de ellos estaba en tratamiento antirretroviral.

3.2. Leishmaniasis visceral

Durante el periodo del estudio, 13 pacientes han desarrollado leishmaniasis visceral.
En el mes de marzo 2016 se diagnostico un nuevo caso que adn se encuentra en tratamiento.
De los 13 casos, dos fallecieron, uno debido a complicaciones derivadas de una cirrosis y el
otro paciente debido a una leucoencefalopatia multifocal progresiva y un tercero no acudio a
las consultas de seguimiento que tenia programadas, por lo que solo se pudo realizar el

seguimiento a largo plazo de 10 pacientes.

A continuacion desarrollaremos las caracteristicas generales de los pacientes y del

cuadro clinico que presentaron.

3.2.1 Caracteristicas epidemiolégicas
La caracteristicas epidemiologicas de nuestra muestra estan resumidas en la tabla 6.
Los pacientes tenian una edad media de 43 + 10,6 afios en el momento de contraer la

enfermedad, con un rango que comprendia desde los 18 a los 54 afios. El ratio hombre/mujer
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fue de 4:1. Un 60% eran inmigrantes y un 40% de raza negra, descendientes de africanos,

con una distribucion donde hay un ligero predominio de pacientes de esta ascendencia.

Se puede observar la distribucion por paises en el grafico siguiente (figura 22). Llama
la atencion que los pacientes llevaban en Espafia una media de 15 afios, sin que hubiera
ningun caso de inmigrantes que llegaron en los ultimos 5 afios, lo que induce a pensar que

ninguno de los casos fue importado, y que los pacientes se infectaron todos en Espafia.

Figura 22. Distribucion por paises de la pacientes con leishmaniasis visceral.

QOrigen

MEspaia
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IjEcuatoriaI
MiNigeria
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En cuanto a los factores de riesgo para la adquisicion del VIH, en 6 de los pacientes
fue por trasmisién heterosexual, 4 por UDVP (usuarios drogas por via parenteral) , 2 HSH

(Hombres que tienen sexo con hombres) y una paciente por transmision vertical.
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Tabla 6. Caracteristicas epidemioldgicas de los 14 pacientes VIH con leishmaniasis visceral.

Profilaxis

Paciente 1

Paciente 2

Paciente 3

Paciente 4

Paciente 5

Paciente 6

Paciente 7

Paciente 8

Paciente 9

Paciente 10

Paciente 11

Paciente 12

Paciente 13

Paciente 14

Varon

Varén
Varén
Mujer
Varén
Varén
Mujer
Varén
Varén
Varén
Varén
Varén
Varén

Varon

Edad HIVFR?
44 UDVP
33 Hetero
34 Hetero
41 Hetero
46 Hetero
33 Hetero
18 Vertical
54 MSM
44 UDVP
37 MSM
64 Hetero
35 UDVP
47 UDVP
32 Hetero

Espafia
Nigeria
Per(

Guinea
Ecuatorial

Espafia
Nigeria

Guinea
Ecuatorial

Espafia
Espafa

Polonia

Guinea
Ecuatorial

Espafia
Espafia

Rumania

Niveles CD4 (cells/ul)

99

29

305

46

322

16

104

46

48

46

82

43

117

No

No

No

TDF/FTCIEFV

No

No

No

TDF/FTC+ LPVr

No

No

ABC/3TC/EFV

NO

TDF/FTC/EFV

Tratamiento(mg/KQ)

Anfotericina

Anfotericina

Anfotericina

Anfotericina

Anfotericina

Anfotericina

B liposomal (30)

B liposomal (32)
B liposomal (30)
B liposomal (40)
B liposomal (22)

B liposomal (40)

Anfotericina B liposomal (21)

Anfotericina

Anfotericina

Anfotericina

B liposomal (39)
B liposomal (31)

B liposomal (31)

NO

Anfotericina B liposomal (40)

Anfotericina B liposomal 40)

Anfotericina B liposmal (40)

Secundaria
Antimoniales
Anfotericina B

liposomal

Anfotericina B
liposomal

Anfotericina B
liposomal

Antimoniales

Anfotericina B
liposomal

Anfotericina B
liposomal

Anfotericina B
liposomal

Antimoniales

Anfotericina B
liposomal

NO

NO

Anfotericina B
liposomal



En cuanto a la situacion del VIH en dichos pacientes, podemos ver que estaban en
tratamiento s6lo 4 de los 13 pacientes, y que solo dos pacientes presentaban mas de 200

CD4+ cells/ul. Un 70% presentaron menos de 100 CD4+ cells/ul durante el brote.

Como puede verse en la figura siguiente (Figura 24), la mayoria de los pacientes que
desarrollaron leishmaniasis visceral presentaba niveles bajos de CD4+, no asi los pacientes
con leishmaniasis cutdnea. Los dos pacientes con leishmaniasis y méas de 200 CD4+ son

ambos de raza negra, esto cierto interés como se explicara en el apartado de discusion.

Figura 24. Pacientes VIH en seguimiento regular (318) distribuidos por niveles de CD4" y

los casos de presentaciones clinicas de leishmaniasis (LV y LC).
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3.2.2 Clinica

El cuadro clinico presentado por nuestros pacientes no present6 grandes diferencias
con respecto al cuadro presentado en pacientes inmunocompetentes. A nivel clinico
predomind la presentacion de un cuadro de astenia, anorexia y pérdida de peso. Como
puede observarse en la tabla 7 que resume los datos clinicos principales presentados por los
pacientes VIH, un 64% presento fiebre, lo que supone un menor porcentaje que en
pacientes inmunocompetentes, un 35% presentd astenia, un 28% anorexia y un 35%
pérdida de peso. Existié un amplio porcentaje de pacientes con esplenomegalia (78%) si
bien, de esta esplenomegalia que se diagnosticd radiolégicamente, a nivel clinico soélo se

pudo objetivar con la exploracion fisica en 6 pacientes (42%).

Entre nuestros pacientes, la mediana de dias de diagnostico fue de 21 dias ( media
de 78 + 36). Con respecto al retraso en el diagnostico, conforme avanzo el brote, se fueron
acortando los tiempos de diagndstico. Como se puede ver en la figura siguiente (figura
24), con los datos que disponemos del brote global con inmunocompetentes incluidos,
antes del brote, cuando no disponiamos de la serologia rapida, la mediana de retraso del
inicio del tratamiento desde el ingreso era 12.5 dias, y posteriormente, el tratamiento se

retrasaba sélo 3 dias.
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Figura 24. Mediana de los dias de retraso desde el inicio del brote segln la estrategia

diagnostico ( ELISA/IFI) vs serologia rapida.
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Cabe destacar el caso de tres pacientes que han presentado varias recidivas, que
muestran como el tratamiento y el mantenimiento de la profilaxis secundaria es muy
complicada en determinadas situaciones.

El primero se tratd de un paciente diagnosticado por biopsia hepatica en el contexto
de estudio de hipertransaminemia, que es diagnosticado en mayo de 2012, realizando

tratamiento con anfotericina B a dosis de 30 mg/kg en 10 dosis, manteniendo profilaxis
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mensual a la misma dosis. Tras el tratamiento normalizd transaminasas hepaticas. Se
mantuvo una PCR en sangre para leishmania positiva o cultivo positivo durante al menos 5
extracciones durante el afio 2014, y 2015, presentando de manera persistente una respuesta
linfoproliferativa frente a SLA negativa en todas las extracciones. Siempre con CD4 entre
111 y 150 cel/ul y carga viral indetectable. El paciente se mantuvo con profilaxis mensual
con anfotericina B liposomal y en ningin momento ha presentado ninguna sintomatologia

que sugiriera recidiva (fiebre, astenia, pancitopenia...).

El segundo caso se trata de un paciente de origen nigeriano, diagnosticado en 2012
de leishmaniasis visceral por visualizacion de amastigotes en aspirado de médula désea. Fue
tratado con Anfotericina B Liposomal a dosis de 4 mg/kg/d, en total 8 dias al no acudir
posteriormente a las dos uUltimas dosis previstas (recibié un dosis de total 32 mg/kg).
Posteriormente recibi6 dos dosis de profilaxis y posteriormente 6 meses después sufrié una
recaida que fue retratada con Anfotericina B liposomal, 40mg/Kg, cumpliendo

adecuadamente con el tratamiento.

En ese momento el paciente abandona las dos ultimas dosis y abandona el TARGA
y no vuelve al hospital, perdiéndose el seguimiento, volviendo seis meses més tarde con
sintomas y PCR Leishmania en sangre positiva. Se inicia de nuevo tratamiento con dosis
de Anfotericina B liposomal de 20mg/kg en dos dosis y mantiene la profilaxis

adecuadamente hasta seis meses después que de nuevo deja todo el tratamiento.

El paciente ha mantenido un VVIH con mal control con CD4" menores de 100 cel/ul
en todo momento. Cinco meses después vuelve para retomar el tratamiento, con una CV de
220000 c/mL (5.3 log) y 14 CD4", sin clinica sugerente de recaida de leishmaniasis
visceral (pero con PCR en sangre positiva para leishmania), realizando de manera correcta

la profilaxis desde entonces, pero manteniendo unos niveles de CD4* muy bajos en todo
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momento. [Este paciente también ha presentado en todo momento respuesta

linfoproliferativa frente a SLA negativa.

El tercer paciente ha presentado una leishmaniasis visceral recidivante con 6
episodios hasta ahora. El primer episodio fue en marzo de 2012, cuando previamente habia
abandonado el tratamiento antiretroviral y presentaba una carga viral de 348063 y 40
CD4". Se realiza tratamiento con anfotericina B liposomal 30 mg/ kg/ dia y con profilaxis
mensual posterior con la misma dosis. Entre este episodio y el siguiente, el paciente
presenta un cambio de tratamiento antiretroviral por fracaso viroldgico, manteniendo la

profilaxis secundaria para leishmaniasis visceral.

A los 8 meses, presenta un segundo episodio de leishmaniasis visceral realizandose
un nuevo tratamiento con anfotericina B liposomal a dosis de 40 mg/kg y profilaxis

secundaria a la misma dosis.

Cuatro meses después vuelve a presentar un tercer episodio de leishmaniasis
visceral ( en todos los casos el paciente se encuentra sintoméatico y se confirma el
diagnostico con aspirado de médula o PCR). En este tercer episodio, se intenta tratamiento
con miltefosina que el paciente no tolera por vomitos y diarrea intensa, toméandola s6lo 10
dias y se continua con la misma dosis cada 3 semanas. El paciente presenta PCR positiva

para leishmania en sangre, y respuesta celular frente a SLA reiteradamente negativa.

El cuarto episodio fue siete meses después y es tratado esta vez con glucantime
intramuscular diario durante 4 semanas con su mantenimiento como profilaxis secundaria
cada dos semanas. Siete meses mas tarde presenta el 5° episodio donde se realiza un
tratamiento combinado con glucantime y paramomicina que no tolera ( las inyecciones de
paramomicina resultan muy dolorosas) y solo recibe este tratamiento una semana

planificandose un nuevo ciclo de anfotericina B liposomasl de 40 mg/kg con profilaxis
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secundaria, esta vez cada 2 semanas.

Persiste  PCR positiva para leishmania en sangre y respuesta celular
linfoproliferativa frente a SLA negativa. Seis meses mas tarde presenta el ultimo episodio
de leishmaniasis en noviembre de 2014 que cursa con febricula y una adenopatia
retroauricular. Se realiza un nuevo ciclo de anfotericina B liposomal y profilaxis quincenal
que alterna con profilaxis con glucantime de manera alterna desde entonces. Permanece
con PCR positiva en sangre para leishmania pasandose en febrero de 2015 a profilaxis
combinada con anfotericina B liposomal y fluconazol, que es con lo que continla desde

entonces.
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Tabla 7. Resumen de la clinica de leishmaniasis visceral y presencia de esplenomegalia.

Tiempo hasta el diagndstico FIEBRE ASTENIA  ANOREXIA PERDIDA DE ESPLENOMEGALIA  ESPLENOMEGALIA
en dias PESO EXPL.FISICA RADIOLOGICA (cm)
120 No No No No Si Si
90 Sl No No Pérdida de peso No Si (16,8 cm)
12 Sl No No No No Si (19,0 cm)
425 No No No No No Si (14,7 cm)
16 No Astenia No No Si Si (18,0 cm)
10 Sl No No No No Si (14,0 cm)
21 Sl No No No Si Si (19 cm)
16 Sl No Anorexia No Si No (12,5¢cm)
22 No Astenia No No No Si (14,0 cm)
45 Sl No No No No No
240 No Astenia Anorexia Pérdida de peso No No
27 Sl No No Pérdida de peso Si Si
20 Sl Astenia Anorexia Pérdida de peso Si Si (16,0)
27 Sl Astenia Anorexia Pérdida de peso No Si (16 cm)
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3.2.3 Parametros analiticos

En la siguiente tabla podemos ver el resumen de los hallazgos analiticos. Cabe
destacar que determinados parametros como la ferritina y la velocidad de sedimentacién se
recogieron en pocos pacientes, pero con resultados muy consecuentes, estando alterados en
la mayoria de los pacientes. Hay que destacar los resultados de la ferritina por sus niveles
excepcionalmente elevados (sobre la que se amplia la informacion en la discusion y méas

adelante en la comparacion de inmunosuprimidos vs inmunocompetentes).

Tabla 8. Caracteristicas analiticas de los pacientes VIH en la analitica de ingreso.

Pardmetros analiticos % DE MEDIA (+ SD)
Anemia 78 % 10,4 gr/dl (+1,6)
Leucopenia 85 % 2,435 10”3 /p ((+1335)
Trombopenia 92 % 105, 928 1073 /u (+ 42, 683)
PCR > 20mg/I 58 % 6,5 mg/DL( +6,8)
VSG > 30 mm 100% 76 mm/h ( +30)
Ferritina > 300 ng/mL 83% 520 ng/mL( + 1550)
LDH > 248 U/L 46 % 270L( +143)
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3.2.4 Pruebas diagnosticas

Las pruebas utilizadas para el diagnostico de estos pacientes han sido el test rapido
de dipstick rK39, test de Elisa o IFAT (inmunofluorescencia indirecta), PCR en sangre,
PCR en aspirado de médula 6sea y visualizacion directa de Leishmania en aspirado de
médula Osea. Los resultados de las muestras diagndsticas realizadas se muestran la

siguiente tabla:

Tabla 9. Pruebas diagndsticas realizadas:

% positivos (total de pacientes con test realizado)

46% (13)
Cultivo m. dsea 100% (4)
PCR m. Gsea 81% (11)
PCR sangre 100% (3)
rk39 56% (9)
IFI/ELISA 100% (13)

Respecto a las técnicas seroldgicas, cabe destacar que en todos los pacientes VIH
con rK39 positivo se confirmé la presencia de leishmanias por otras técnicas, lo que se
interpretaria como un valor predictivo positivo del 100%, mientras que en un paciente de
nuestra cohorte VIH con clinica compatible y ELISA positivo no se confirmo

leishmaniasis visceral, siendo el valor predictivo positivo estimado del ELISA del 93%.

Por otro lado, a 3 pacientes se les realizd IFAT y a los otros 10 ELISA, lo que se

debio al cambio en la técnica de nuestro laboratorio.
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3.2.5 Tratamiento recibido y profilaxis realizada

Todos los pacientes, menos uno, recibieron tratamiento con anfotericina B liposomal

como viene expuesto en la tabla 10. La media de tratamiento fueron unos 41, 4 mg/kg, una

dosis ligeramente mas alta que los pacientes inmunocompetentes que recibieron

tratamiento con dosis entre 15-30 mg/kg.

Tabla 10. Tratamiento y profilaxis recibidas.

Paciente 1

Paciente 2

Paciente 3

Paciente 4

Paciente 5

Paciente 6

Paciente 7

Paciente 8

Paciente 9

Paciente 10

Paciente 11

Paciente 12

Paciente 13

Paciente 14

Tratamiento (mg/Kg)

Anfotericina

Anfotericina

Anfotericina

Anfotericina

Anfotericina

Anfotericina

B liposomal (30 mg/Kg)
B liposomal (32 mg/Kg)
B liposomal (30 mg/Kg)
B liposomal (40 mg/Kg)
B liposomal (22 mg/Kg)

B liposomal (40 mg/Kg)

Anfotericina B liposomal (21 mg/Kg)

Anfotericina

Anfotericina

Anfotericina

B liposomal (39 mg/Kg)
B liposomal (31 mg/Kg)
B liposomal (31 mg/Kg)

NO

Anfotericina B liposomal (40 mg/Kg)

Anfotericina B liposomal (40 mg/Kg)

Anfotericina B liposomal (40 mg/Kg)

Profilaxis Secundaria
Antimoniales
Anfotericina B liposomal
Anfotericina B liposomal
Anfotericina B liposomal
Antimoniales
Anfotericina B liposomal
Anfotericina B liposomal
Anfotericina B liposomal
Antimoniales
Anfotericina B liposomal
NO
NO

Anfotericina B liposomal

La profilaxis se ha realizado mayoritariamente con anfotericina B, salvo en tres
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pacientes en los que se ha realizado con antimoniales debido principalmente a efectos

secundarios de la anfotericina B liposomal, de la que hablaremos mas adelante.

En 4 pacientes se considero que la profilaxis habia fracasado, ya que presentaron
recidivas, pero de estos 4, dos fueron porque abandonaron la profilaxis, y todos se
retrataron con anfotericina B liposomal. La media de tiempo hasta el fracaso/ recidiva fue
de 103 dias, con un rango de entre 30-227 dias y con dosis de 40 mg/kg en dos de los

pacientes, y los otros dos, uno con 30 mg/kg y el otros 21 mg/kg.

Con respecto a los efectos secundarios, el 50% desarroll6 cierto grado de
insuficiencia renal que normalmente no precisaba la retirada del tratamiento. Solo en un
paciente fue necesario cambiar de tratamiento, y ademas, este paciente presentd una

reaccion alérgica grave durante la administracion de anfotericina B liposomal.

En la mayoria de las situaciones, se podia aplazar la administracion de la dosis 24-
48 horas mientras se hidrataba al paciente con suero salino intravenosos, y todos los

paciente presentaron buena evolucion con creatininas al alta parecidas a las iniciales.

Uno de los pacientes (paciente 10) presentd durante el ingreso un fracaso renal
agudo con proteinuria en rango no nefrdtico y hematuria con crioglobulinas tipo 111 (IgG
positivas), 'y posteriormente fue diagnosticado de una  glomerulonefritis
membranoproliferativa en relacion con crioglobulinemia tipo Il. Como se puede ver en la
figura 24 no fue de los pacientes que mas elevd la creatitinina, y tras la suspension del
tratamiento con anfotericina B liposomal el paciente normalizé funcion renal y a partir de

entonces se realizd profilaxis con Glucantime, media ampolla itramuscular.

Como se puede ver en el siguiente grafico todos los pacientes mostraron un

aumento de la creatinina, volviendo a la suya basal tras concluir el tratamiento.

128



Figura 24. Muestra los niveles de creatinina en mg/dl al ingreso, en su punto maximo y al

alta.
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OBJETIVO 4. Comparativa de cuadro clinico, pruebas diagnoésticas e
inmunoldgicas entre pacientes inmunocompetentes, VIH y en tratamiento
inmunosupresor

Desde la apertura del hospital de Fuenlabrada, hemos diagnosticado 110 casos de
leishmaniasis visceral, de los cuales 81 fueron en pacientes inmunocompetentes, 14 en
pacientes VIH y 15 en pacientes que estaban en tratamiento con farmacos

Inmunosupresores.

Figura 25. Distribucién de casos de Leishmaniasis visceral, excluyendo la ganglionar.
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En el gréfico anterior, se puede ver la distribucion de la aparicion de los casos por
afios de cada subgrupo; IC (inmunocompetentes), VIH e IS (pacientes en tratamiento con
farmacos inmunosupresores). Se puede observar que los casos en inmunocompetentes asi

como en pacientes VIH tienen un claro pico de incidencia en 2011/2012, mientras que los
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casos en pacientes que estan en tratamiento inmunosupresor se ha mantenido mas o menos

igual con entre 2 y 5 casos al afio.

4.1 Caracteristicas epidemiolégicas

Las caracteristicas epidemioldgicas de la poblacion de inmunocompetentes y
pacientes que estadn en tratamiento con farmacos inmunosupresores es parecida, pero
existen algunas diferencias. Realizados los andlisis estadisticos, no se han encontrado
diferencias estadisticamente significativas en sexo. Asi pues, podemos ver que las
poblaciones son poblaciones jovenes, con ligero predominio de sexo masculino afecto. En
la poblacién de pacientes en tratamiento inmunosupresor hay una poblacion ligeramente
mas mayor, con una media de edad de 56 afios frente a los otros dos grupos con medias de
43 y 42 afios, y esta diferencia es estadisticamente significativa (ANOVA, p=0.01).
También resulta llamativa la proporcién de pacientes de raza negra entre los pacientes
inmunocompetentes. Hay un 49,4% de pacientes negros, versus 38,5% en el grupo de VIH
y un 13,3% en pacientes bajo tratamiento inmunosupresor y la diferencia es

estadisticamente significativa ( p=0.02).

4.2 Clinica

En cuanto a la clinica presentada dentro de los diferentes grupos, se puede observar en
la tabla 11, que los sintomas presentados son mas o menos parecidos, con una diferencia en
la presentacion de la fiebre, con un menor porcentaje de pacientes que presentan fiebre en
el grupo de pacientes VIH, solo un 64% de los pacientes, siendo esta diferencia
estadisticamente significativa (p=0.001). La presencia de dolor toracico es mas frecuente
en pacientes VIH (un 23% vs 4% y 7%), sin llegar a ser estadisticamente significativo,

pero mostrando cierta tendencia ( p=0.057).

Con respecto al resto de los sintomas, los signos clasicos asociados a la
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leishmaniasis visceral son los experimentados con mas frecuencia; fiebre, astenia y pérdida

de peso, pero cabe sefialar, que no aparecen en mas de la mitad de los pacientes.

Existen sintomas mas raros, que no estan descritos de manera habitual en la literatura,
que sin embargo si han presentado durante el brote una proporcion no desdefiable de

pacientes, como por ejemplo la tos (30%), la cefalea ( 20-30%), etc...
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Tabla 11. Comparativa de los sintomas de leishmaniasis visceral entre los diferentes grupos.

Duracion de sintomas antes tto (dias) 0.891
Fiebre (n,%) 98 64 93 0.001
Astenia (n,%) 45 35 67 0.15
Pérdida peso (n,%) 40 35 33 0.741
Tos (n,%) 31 29 23 0.205
Cefalea (n,%) 35 8 20 0.085
Néuseas/vomitos (n,%) 25 23 0 0.081
Anorexia (n,%) 29 28 20 0.712
Dolor abdominal (n,%) 15 8 7 0.695
Odinofagia (n,%) 7 8 7 0.994
Disnea (n,%) 7 15 0 0.29
Dolor torécico (n,%) 4 23 7 0.057
Rinorrea (n,%) 4 0 13 0.18
Lumbalgia (n,%) 5 0 7 0.67
Diarrea (n,%) 6 7 13 0.601
Disuria (n,%) 2 15 0 0.111
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4.3 Signos y exploracion

Con respecto a los signos y la exploracion, existen unos porcentajes muy altos de
esplenomegalia cuando se realiza la exploracién radiolégicamente, si bien, es mucho mas

baja su deteccién mediante la exploracion fisica convencional.

Podemos ver los porcentajes en el siguiente gréfico, pudiendo ver que mediante la
exploracion radioldgica, la deteccion de esplenomegalia es muy alta, con porcentajes entre
78-96%, viendo que en pacientes VIH, la deteccion es més baja, siendo esta diferencia
estadisticamente significativa (p=0.032). Mediante la exploracion convencional, la

deteccion de esplenomegalia es baja (30-42%).

Figura 26. Muestra las diferencias en porcentaje, de presencia de esplenomegalia

entre los diferentes grupos de comparacion mediante exploracion fisica y radiologica.
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En cuanto a los resultados analiticos, entre los tres grupos, no existen grandes

diferencias en los porcentajes de pacientes que presentaban pancitopenia, encontrandose en
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porcentajes muy elevados, una disminucion de las tres series hematoldgicas.

En el grupo de pacientes que estan con tratamiento inmunosupresor, el 100%
presentd hemoglobina menor de 12gr/dl, menos de 4.000 10 3/ul leucocitos y plaquetas
menores de 150,000 10 3/ul. Ademas este grupo de pacientes presentaron una media de
hemoglobina menor en relacion a otros grupos (ANOVA p=0.014) con una media de 8,9
gr/dl frente a una media en los otros dos grupos de 10 gr/dl y también una menor media de
plaquetas (69333 10 3 /ul) frente a 850,000 10 % /u y 115,00010 3 /u siendo también

estadisticamente significativa esta diferencia (p=0.009).

Tabla 12. Comparativa de los hallazgos analiticos de los pacientes con leishmaniasis

visceral entre los diferentes grupos.

L. VISCERAL HIV=14
Hb <12 gr/dI 88% 78% 100% 0.176
Leucocitos <4000 10 3/pl. 89% 85% 100% 0.338
Plaguetas < 150000 10 3/ul. 93% 92% 100% 0.553
PCR > 20 mg/I 96% 58% 79% <0.001
VSE > 60 mm 71% 62% 40% 0.161
Ferritina > 1000 ng/mL 76% 17% 77% 0.001

Cabe destacar también, que hay tres parametros, con marcadas diferencias, que son
estadisticamente significativas. Se observa que en pacientes VIH, los reactantes de fase

aguda no se elevan como en el resto de los grupos. Un caso especialmente evidente es la
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elevacion de la ferritina.

Asi pues, como se puede observar en la tabla, un 76% de los pacientes
inmunocompetentes y en pacientes bajo tratamiento inmunosupresor presentaban niveles
por encima de 1000 ng/mL (rango de normalidad: 12-300 ng/mL en hombres y 12-150
ng/mL en mujeres) mientras que s6lo un paciente presentd niveles tan elevados. En la

siguiente figura, podemos ver los valores de ferritina de las distintas muestras.

Figura 27. Muestra los niveles de ferritina en las diferentes muestras, entre los diferentes

grupos.
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Es muy evidente el nivel alto de ferritina en pacientes inmunocompetentes que en
ocasiones llega hasta valores muy elevados de hasta 25,000 ng/mL, y también su elevacion
en pacientes en tratamiento inmunosupresor con valores medios de 5948 ng/mL. Esto
contrasta enormemente con los pacientes VIH en los que se ven valores muy bajos, con

una media de 454,4 ng/mL rozando los niveles de normalidad salvo en un paciente aislado
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que presento una ferritina de 4224 ng/mL, si bien es cierto que este paciente presentaba
complicaciones de una cirrosis, que podrian justificar estos valores. Estas diferencias

mediante el analisis ANOVA fueron estadisticamente significativas (p= 0.001).

Con respecto a la proteina C reactiva, los resultados son parecidos a aquellos de la
ferritina, pero con menores diferencias. En los grupos de inmunocompetentes y pacientes
bajo tratamiento inmunosupresor, hay una mayoria de pacientes (96% y 79%
respectivamente) con PCR > 20 mg/l, mientras que esto solo es asi en un 58% de los

pacientes VIH (p <0.001).

Por dltimo, como podemos ver en la tabla 12, con respecto a los resultados de la
velocidad de sedimentacion, las diferencias encontradas no son tan claras, y no son

significativas estadisticamente.

4.4 Comparativa de las pruebas diagndsticas e inmunoldgicas:

Con respecto a las diferentes técnicas diagndsticas que se han realizado a los

diferentes grupos de enfermos, los resultados se encuentran resumidos en la tabla 13.

Se puede observar que la visualizacion de parasitos en la médula tiene una baja
sensibilidad, que llega escasamente al 50% de los pacientes, presentando valores similares

entre los diferentes grupos.

Llama la atencién que el cultivo en los pacientes con VIH fue siempre positivo en
todos en los que se realizd, y sorprendentemente muy bajo en los pacientes
inmunocompetentes, y algo méas elevada en pacientes bajo tratamiento inmunosupresor

(60%), siendo estas diferencias estadisticamente significativas.

La realizacion de PCR tanto en sangre como médula dsea tienen sensibilidades

bastante altas, que oscilan entre 80 y 100% en el caso de la realizada en la médula dsea y
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un 64-80% en la realizada en sangre periférica.

En cuanto a las distintas técnicas seroldgicas realizadas, se observa que el test rapido
rK39 con dipstick presenta una baja sensibilidad en todos los grupos, con una sensibilidad
media que no llega al 50%, si bien es cierto que presenta un buen valor predictivo positivo

(97%).

En cuanto al ELISA, a lo largo del estudio registramos 13 pacientes en total con
sospecha clinica de leishmaniasis visceral y ELISA positivo en los que no se confirmo el
diagnostico (incluido un paciente VIH), considerandose como falso positivo, lo que

permitiria estimar de forma global un 89% de especificidad para esta prueba.

138



Tabla 13. Comparativa de la sensibilidad de la diferentes técnicas diagnésticas entre los diferentes grupos.

Microscopia

Cultivo m. 6sea

PCR m. 6sea

PCR sangre

Serologia (rK39)

IFI/ ELISA

41% (74)

19% (23)

93% (67)

64% (14)

44% (54)

96% (79)

46% (13)

100% (4)

81% (11)

100% (3)

56% (9)

100% (13)

53% (15)

60% (5)

100% (15)

80% (5)

64% (11)

100% (15)
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42% (102)

38% (32)

92% (85)

70% (20)

49% (74)

97% (104)

0.666

0.027

0.138

0.434

0.747

0.634



4.5 Comparativa de la respuesta linfoproliferativa con SLA (Soluble Leishmania

Antigen) entre los diferentes grupos de pacientes seqguin situacion inmunoldgica:

Una de las pruebas inmunoldgicas que se ha realizado en los tres grupos de
pacientes es la medicion de la respuesta linfoproliferativa frente a antigeno soluble de
leishmania, con el objetivo de observar si existen diferencias que pudieran esclarecer la

respuesta inmunolégica frente al parésito.

Como se muestra en la tabla 14 y en la figura 28, se pueden observar que los
niveles medios entre los grupos son diferentes, antes del tratamiento, con una media mas
baja en pacientes VIH que concuerda con el hecho de que estos pacientes presentan niveles

mas bajos de estimulacion linfocitaria debido a su tipo de inmunosupresion (p=0.08).

Tabla 14. Muestra las medias de indice de estimulacion SLA ANTES del tratamiento.

Media ( intervalo confianza 95%)

Inmunocompetente 15 (1,17 - 1,8)
VIH 0,97 (0,8-1,1)
Tt° Inmunosupresor 2,3 (0,5-4,0)

En la tabla 15 y en la figura 29 se muestran las diferencias de los indices de
estimulacion tras el tratamiento, considerandose los pacientes curados. Se puede observar
que todos los indices de estimulacion estan aumentados con respecto a la situacion previa

al tratamiento, cuando los pacientes estaban enfermos.
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Llama la atencién el aumento muy importante del indice de estimulacion frente a
SLA en pacientes VIH cuya media esta por encima de la de los otros dos grupos, con unas

diferencias, que si bien no son significativas estadisticamente, muestran una tendencia.

Tabla 15. Muestra las medias de indice de estimulacion SLA TRAS el tratamiento.

Media ( intervalo confianza 95%)

Inmunocompetente 4,7 (3,9-5,6)
VIH 7,0 ( 45-9)5)
Tt° Inmunosupresor 4,8 (3,7-5,8)
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Figura 28. Diferencias en el indice de estimulacién SLA entre los diferentes grupos antes de tratamiento.
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Figura 29. Diferencias en el indice de estimulacién SLA entre los diferentes grupos en pacientes curados o en profilaxis.
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OBJETIVO 5. Determinacion de factores de riesgo para la exposicion y el
desarrollo de leishmaniasis en subpoblaciones (coinfeccion con VHC, raza
negra...)

Uno de los objetivos de esta tesis ha sido establecer si existen factores de riesgo
asociados a estar expuesto dentro de la poblacion VIH y dentro de los pacientes VIH que

se han expuesto, si existe algun factor de riesgo para desarrollar la enfermedad.

5.1 Factores de riesgo para la exposicion a Leishmania infantum durante el brote

Se ha realizado un analisis para observar qué factores podrian estar interviniendo en
el hecho de haber estado expuesto a Leishmania sin haber desarrollado la enfermedad, o en

otra palabras, saber el porqué de que algunos pacientes hayan estado expuestos y otros no.

De 135 pacientes, 31 pacientes son considerados como pacientes expuestos (segun

las definiciones mencionadas previamente) y 104 no han estado expuestos.

Como se puede observar en la tabla 16, el Unico pardmetro que se ha mostrado
estadisticamente significativa con la variable “paciente expuesto” es la distancia al parque
(ANOVA p=0.017), observandose una mayor proximidad al parque en pacientes expuestos
(con una media de 1082m frente a la media de los pacientes no expuestos, que es de 1719
m). Se excluyeron de este analisis aquellos pacientes que viven fuera de Fuenlabrada y los
pacientes de Humanes, quedando 79 pacientes no expuestos y 25 expuestos. Durante la
realizacion del analisis, observamos una diferencia estadisticamente (p=0.004) que indica
que los pacientes de raza negra, viven mas cerca de la zona del parque (1671,75 m de

media frente a 656 m en el grupo de raza negra).
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No se han observado diferencias en los niveles de CD4 que presentaban los dos

grupos en el momento del estudio ( p=0.60) (Figura 30).

Figura 30. Niveles de cualitativos de CD4" en pacientes expuestos frente a no expuestos.
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De los parametros que no figuran en la tabla 16, cabe destacar que no encontramos
diferencias estadisticamente significativas entre los pacientes expuestos en cuanto al subtipo de VIH
B versus no B (p= 0,34), entre los diferentes genotipos de VHC (1, 3, 4 y 9) con una P=0.319, y
tampoco se han observado diferencias en cuanto a presentar hepatopatia en la ecografia
independientemente de si existia hipertension portal o no (p=0.40) o que le hepatitis estuviera

curada o en tratamiento (p=0.55).
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Ninguno de los pacientes estaba en tratamiento con ningun farmaco que pueda

producir otro tipo de inmunodepresion (farmacos bildgicos, esteroides, metrotrexato).

No se observaron diferencias en cuanto a los lugares de origen de los pacientes
(esparioles, africanos, sudamericanos u otros) con una p= 0.77. Tampoco hubo diferencias
en el modo de transmision del VIH (MSM, heterosexual, UDVP o desconocido) con
p=0,91.

Respecto al nadir de CD4 de los pacientes durante el brote, en el grupo de pacientes
no expuestos la media del nadir de CD4" fue de 263 cells/ul (intervalo de confianza 95%
de 228- 296 cells/ul) frente a la media del grupo de pacientes expuestos, que fue de 212
(intervalo de confianza 95% de 149- 275 cells/ul)(p=0.16). El 35% de los pacientes

expuestos tuvieron un nadir menor de 100 CD4 durante el brote frente al 32% de los no

expuestos (p=0.126). El nadir total no muestra diferencias significativas (ANOVA p=0.55).

Andlisis multivariado:

En el analisis multivariado hemos incluido las variables de sexo, distancia al

parque (en metros) , edad, nadir de CD4" en el brote y origen africano.

La Unica variable que mantuvo significacion estadistica fue la distancia al parque.

El OR fue de 1.001 ( IC 95% 1.000-1.002), p=0.004.
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Tabla 16. Caracteristicas epidemioldgicas y clinicas entre pacientes expuestos y no expuestos.

Femenino 6 19,0 32 30,7

e Masculino 25 80.0 72 692

0.26

Distancia al parque (m) Media 1210 ( + 898) Media 1702 ( + 883) 0.017

Edad Media 42,7 ( + 10,4) Media 44,5 ( + 10,6) 0.47

0.226
Si 0 0,00 o770
- Adherenciaal TARGA Mala 8 258 8 298
Buena 23 74,2 70 67,3 0389
No 24 77,4 74 71,1 0-330
No 28 90,3 97 94,3 0345
; No 20 64,5 80 76,9 0171
Ultima carga viral detectable 0.358

(>50 copias) No 29 93,5 89 85,5
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5.2 Factores de riesqo para desarrollar Leishmaniasis visceral durante el brote

En este apartado exponemos los resultados de los analisis univariantes para
establecer si existen variables diferentes entre portadores asintomaticos y pacientes que

han presentado enfermedad, que podrian ser potenciales factores de riesgo.

Varios de los factores analizados no han demostrado relacion estadisticamente
significativa (como se puede ver en la tabla 17). A nivel epidemioldgico, no hay
diferencias entre hombres y mujeres, y todos presentan una edad media similar. No se

encontraron diferencias con respecto a la zona de origen o raza.

No hay relacién entre el hecho de desarrollar enfermedad y presentar hepatopatia
cronica en la ecografia (p=0.15) , ni se ha encontrado asociacion con padecer coinfeccion

con VHC (ningun genotipo) ni VHB.

Con respecto a factores de riesgo asociados al propio VIH, no se objetivaron que el
hecho de presentar resistencias (p=0.29) o el hecho de estar en tercera o cuarta linea de
tratamiento tuviera influencia a la hora de favorecer el desarrollo de enfermedad. El
subtipo de VIH B versus los no B tampoco han resultado estadisticamente significativos
(p=0.819) ni tampoco la via de transmision del VIH ( MSM, hetero, ADVP...) ni el tipo de

tratamiento antirretroviral (incluidos los inhibidores de la proteasa).
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Tabla 17. Caracteristicas epidemioldgicas y clinicas entre pacientes “portadores” y pacientes que han presentado enfermedad.

Femenino 2 16,7 3 17,6

. 0,671
Masculino 10 83,3 14 82,4

Sexo

Edad Media 43,0 ( +10,6) Media 42,6 ( + 10,5) 0,940

0,665

Si 1 8,3 1 59

FRA (actual o 1 0,711
resuelto) 1 11,1 10

- Adnerenciaal TARGA  Mala 3254285
Buena 9 75 13 76,5

© Hepaiisc s 2 167 5 204,

No

0,351

0,015

Ultima carga viral detectable 0,799

(>50 copias) No 11 91,7 16 94,1
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Dentro de los pardmetros relacionados con la situacion inmunologica de los
pacientes, podemos ver en la figura 31 que no hay diferencias estadisticamente
significativas entre la distribucion de los pacientes en los rangos de los niveles de CD4".
En este gréafico, dentro de los que se consideran pacientes enfermos se engloban también
los dos pacientes con leishmaniasis cutanea. Ambos se encuentran en el rango de 351-500
CD4". No obstante, al realizar el analisis excluyendo estos dos pacientes, no cambia de

manera sustancial los hallazgos, con una p=0.17.

Figura 31. Niveles cualitativos de CD4" en pacientes enfermos vs expuestos.
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Nadir de CD4 DURANTE EL BROTE

El hecho de haber presentado menos de 100 CD4" durante el brote, si parece estar
en relacion con desarrollar leishmaniasis visceral con una Odds ratio de 8.75 (IC 95%
1,52- 50,11)(p= 0.015). También se observa una diferencia importante entre los nadires de
CD4* durante el brote. En la figura 32 se puede observar que el nadir de CD4"en el grupo
de pacientes con leishmaniasis visceral fue de 110,9 ( IC 95% 15,25 — 206,55), frente a una
media de 224 ( IC 95% 148,1- 301,2), siendo esta diferencia estadisticamente significativa

con ANOVA (p=0,043).

Figura 32. Comparacion de medias del nadir de CD4" entre pacientes y controles.
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Finalmente, en cuanto a los resultados de la prueba de respuesta a antigeno soluble
de leishmania (SLA); en el grafico siguiente, se puede observar una diferencia
estadisticamente significativa entre los indices de estimulacion (SI) a SLA en los pacientes
que han estado expuestos pero no han desarrollado la enfermedad (incluyendo aqui
también los pacientes que se han curado) y aquellos que estaban enfermos en el momento

de la extraccion.

Figura 33. Muestra la comparacion de las medias de Sl entre los pacientes enfermos en el
momento de la extraccion y los pacientes expuestos que no han desarrollado la enfermedad
y los curados.
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Las media de indice de estimulacion (SI) en el grupo de pacientes expuestos ( y
pacientes curados) es de 5.6 (intervalo de confianza 95% 4.32-6.91) y la media del grupo
de pacientes enfermos en el momento de la extraccion es de 0.93 (intervalo de confianza

95% 0.67-1.19).

Si se realiza el analisis de Chi cuadrado para ver la asociacion de presentar de SLA
negativo y estar enfermo, se observa que esta relacion es estadisticamente significativa,

con P<0,001 y un odds ratio calculado de 3.83 (IC 95% 1.9-7.6).

En el siguiente cuadro se pueden ver resumidos los hallazgos del anélisis

univariante realizado entre pacientes expuestos y enfermos.

Se observa una asociaciéon de “Enfermo” con las siguientes variables:

e Infectado con SLA negativo (PCR y/o serologia positiva) : OR 3,83 (IC 95% 1.9 — 7.6)

(p<0.001)

e CD4*< 100 durante el brote: OR 8,75 (IC 95% 1,52- 50,11) (p= 0,015).

e ELISA/IFAT positivo (OR no calculable p<0,001)

e PCR en sangre positiva OR 3,28 (IC 95% 6.09-1.78 ) (p= 0,046).

e rK39 positiva OR 5,9 (IC 95% 1.0-35) (p<0.001)
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Analisis multivariado:

En el analisis de todos los pacientes (realizados sobre 135 pacientes) excluyendo el
resultado de SLA (por pequefio numero de muestras), incluyendo las variables de edad,
origen africano, cirrosis, y menos de 100 CD4 durante el brote, presentaron significacion
estadistica: menos de 100 CD4 durante el brote con OR de 12.43 ( IC 95% 3,12-49,57)

con p< 0,001 y cirrosis con OR 8.34 ( IC 95% 0,87-81,19) P=0,066.

Realizando el analisis a los paciente expuestos e incluyendo el resultado de SLA y
las variables anteriores, s6lo mantienen significacion estadistica el SLA con P<0,001 (OR

no calculable) y menos de 100 CD4 durante el brote con P=0,001.

5.3 Analisis de factores de riesgo para enfermar (o no) en pacientes con menos de 100
CDA4" durante el brote:

Habia 28 controles que presentaron durante el brote menos de 100 CD4" y se
realizaron analisis para ver si existia algun factor de riesgo que pudiera ayudar a predecir
por qué ciertos pacientes con menos de 100 CD4* enferman y otros no. Se realizaron los
andlisis de las mismas variables comentadas previamente, incluido el SLA, sin que se
encontrara ninguna diferencia estadisticamente significativa, ni con respecto al sexo, edad,
modo de transmision de VIH, coinfeccion con VHC ni VHB, cirrosis, adherencia al

tratamiento, tratamientos inmunosupresores en el momento, etc.

Sin embargo si se analizan sélo los pacientes que con certeza estan expuestos, nos
quedan 14 pacientes, de los cuales los 7 con SLA positivo estan curados y los 7 con SLA
negativos no han presentado curacion (son pacientes enfermos o suprimidos) p<0.001, OR

no calculable.
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OBJETIVO 6. Validar la utilidad del test de linfoproliferacion a SLA como
marcador de curacion que permita la retirada de profilaxis secundaria

Como ya mencionamos, nuestra hipétesis se basa en que en aquellos pacientes con
menos de 200 cel/ul CD4" que presentaran una buena respuesta celular especifica a SLA,
se podria suspender la profilaxis de manera segura (o no iniciarla) y se podrian considerar

pacientes curados.

Respuesta linfoproliferativa con SLA (Soluble Leishmania Antigen) en paciente

coinfectados Leishmania/ VIH:

Durante el periodo del estudio, 13 pacientes desarrollaron leishmaniasis visceral y
dos leishmaniasis cutanea. En el mes de marzo 2016 se diagnosticé un nuevo caso de

leishmaniasis visceral que aun se encuentra en tratamiento.

Los dos pacientes con afectacién cutdnea presentaron respuesta celular negativa
(test con SLA negativo). Ninguno ha recaido en el tiempo de seguimiento (uno 65 meses y
26 meses el otro). Los resultados del estudio parasitolégico e inmunolégico completo de

ambos pacientes realizado tras el tratamiento se muestran en la tabla 18, a continuacion:

Tabla 18. Resultados analiticos e inmunoldgicos de los dos pacientes VIH con

leishmaniasis cutanea:

PCRensangre CULTIVO RK39 ELISA IFAT

Paciente 1 Negativo Negativo

Negativo

Negativo

Paciente 2 Negativo Negativo | Negativo | 0,017 < 1/40 Negativo

De los 13 casos de leishmaniasis visceral, dos fallecieron, uno debido a
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complicaciones derivadas de wuna cirrosis y el otro paciente debido a una
leucoencefalopatia multifocal progresiva. Un tercer paciente no acudio a las consultas de
seguimiento que tenia programadas, por lo que se pudo realizar el seguimiento a largo
plazo de 10 pacientes. Como se describio en el apartado de tratamiento, todos fueron

tratados con anfotericina B liposomal y profilaxis posterior al tratamiento.

El progreso de la enfermedad de los pacientes a lo largo del tiempo nos permite
realizar una agrupacion conforme al tipo de evolucion clinico-analitica que han presentado.
Asi pues, en el momento de realizar los test parasitologicos y de inmunidad, podemos

distinguir tres tipos de pacientes (Figura 34):

a) Pacientes que tras el tratamiento de la leishmaniasis visceral estaban
clinicamente curados y sin ningun tratamiento de mantenimiento, que habian conseguido
de manera satisfactoria un nivel constante de CD4" por encima de 200 cel/ul, con una
respuesta celular especifica frente a Leishmania medida por SLA positiva (3 pacientes).

Tras un periodo de seguimiento de 180 semanas se mantienen asintomaticos.

b) Pacientes que tras el tratamiento de la leishmaniasis visceral estaban
asintomaticos pero estaban recibiendo profilaxis y tuvieron SLA positivo (3 pacientes).
Estos pacientes se consideraron de bajo riesgo de recidiva y se les retird la profilaxis,
manteniéndose asintomaticos tras un periodo de seguimiento medio de 156 semanas. El

contaje de CD4 en el momento de la retirada fue 152, 189 y 359.

c) Pacientes que tras el tratamiento de la leishmaniasis visceral cumplian un perfil
de alto riesgo de recidiva, al tener SLA negativa (4 pacientes). 2 pacientes han recaido, uno
estd asintomatico pero con PCR positiva y el otro se mantiene asintomatico, pero todos

ellos contindan con profilaxis.
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Figura 34. Evolucion de los pacientes segun resultado de SLA.
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En la tabla 19, se puede ver que en total 6 de los 10 pacientes presentaron un test de
respuesta a antigeno soluble de leishmania (SLA) positivo. En cuanto a la media de CD4"*
de cada grupo, en los 6 pacientes con SLA positivo la media fue de 140 cel/mma3, frente a

una media de 40.5 cel/mm3 en los 4 con SLA negativo (p=0.22).

El estatus clinico de los pacientes al final del seguimiento se muestra en la tabla 20.
En la figura 35 se muestran los resultados del test SLA en indice de estimulacion ( SLA SI)
en funcion del tiempo transcurrido tras el fin del tratamiento y el status clinico (curado/no
curado). En la figura 36 se reflejan los resultados comparativos de los resultados de las
medias de SLA Sl en pacientes curados y pacientes no curados, bien porque presentan

recaidas y porque estan en profilaxis.
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Tabla 19. Caracteristicas de los pacientes al inicio del seguimiento (primer test).

Paciente 1

Paciente 2

Paciente 3

Paciente 4

Paciente 5

Paciente 6

Paciente 7

Paciente 8

Paciente 9

Paciente 10

S e Adherencia CD4 PCR Profilaxis  Profilaxis Secundaria
(cells /ul) Leishmania Secundaria después del test

61 TDF/FTC+DRVr Correcta 68 Negativo 809 1/640 + Sl Continuada
99 TDF/FTC+DRVr Irregular 7 Negativo 327 1/320 + No Recomenzada
72 ABC/3TC+DRVr Correcta 154 Negativo 3326 1/160 + Sl Continuada
37 TDF/FTC/EFV Correcta 336 Positivo Negativo 1/40 + No No
329 DRVIr+RAL+ETV Correcta 307 Positivo Negativo 1/160 Negativo No No
48 ABC/3TC+EFV Correcta 625 Positivo Negativo 1/80 Negativo No No
106 TDF/FTC/RPV Correcta 189 Positivo Negativo 1/40 Negativo Sl Retirada
234 TDF/FTC+LPVr Correcta 359 Positivo Negativo 1/80 Negativo Sl Retirada
50 ABC/3TC+LPVr Correcta 136 Negativo ~ Negativo 1/80 Negativo Sl Continuada
83 TDF/FTC/EFV Correcta 152 Positivo Negativo 1/40 Negativo Sl Retirada

Tiempo en semanas desde el final del tratamiento y la realizacion de los tests.

HAART: highly active antiretroviral therapy. TDF: Tenofovir; FTC: Emtricitabine; DRVr: Darunavir/ritonavir; ABC: Abacavir; 3TC: Lamivudine; EFV: Efavirenz;
RAL: Raltegravir; ETV: Etravirine; RPV: Rilpivirine; LPVr: Lopinavir/ritonavir

Test de estimulacién con antigeno de Leishmania.

IFAT: Immunofluorescencia indirecta.
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Tabla 20. Caracteristicas de los pacientes al final del seguimiento (ltimo test).

Pacientel

Paciente 2

Paciente 3

Paciente 4

Paciente 5

Paciente 6

Paciente 7

Paciente 8

Paciente 9

Paciente 10

Dias de seguimiento

167

161

138

92

394

160

161

300

146

189

HAART @

3TC+DRVr+MRC

TDF/FTC+DRVTr

ABC/3TC+DRVr

TDF/FTC/EFV

DRVr+RAL+ETV

ABC/3TC+EFV

TDF/FTC/RPV

TDF/FTC+LPVr

ABC/3TC+RAL

TDF/FTC/EFV

Adherencia

Correcta

Irregular

Correcta

Correcta

Correcta

Correcta

Correcta

Correcta

Correcta

Correcta

Secondary
prophylaxis

Si

Si

Si

No

No

No

No

No

Si

No

Ultimos CD4

121

68

111

601

322

867

345

219

166

263

SLA®

Negativo

Negativo

Negativo

Positivo

Positivo

Positivo

Positivo

Positivo

Negativo

Positivo

PCR Leishmania
(parasites/g)
29
2888
4092
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo

Negativo

Negativo

IFAT ©

1/160

1/160

1/160

Negativo

1/80

1/40

1/80

1/80

1/40

1/40

a. HAART: highly active antiretroviral therapy. 3TC: Lamivudine; DRVr: Darunavir/ritonavir; MRC: Maraviroc; TDF: Tenofovir; FTC: Emtricitabine; ABC:

Abacavir; EFV: Efavirenz; RAL: Raltegravir; ETV: Etravirine; RPV: Rilpivirine; LPVr: Lopinavir/ritonavir.

. Test de estimulacidn con antigeno de Leishmania.
c. IFAT: Immunofluorescencia indirecta.
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Figura 35. SLA (soluble antigen of Leishmania), Stimulation Index (SLA SI), tras el final del tratamiento de la leishmaniasis visceral.
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Figura 36. SLA (soluble antigen of Leishmania), Stimulation Index (SLA SI), de pacientes curados después de final del tratamiento de la

leishmaniasis visceral.
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V.DISCUSION
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DISCUSION

Este trabajo es un estudio observacional, longitudinal de una cohorte prospectiva de
pacientes, con recogida retrospectiva de los datos. Este estudio ha querido realizar una
descripcion exhaustiva de una parte del brote de leishmaniasis acontecido en Fuenlabrada a
principios de 2009, y de manera mas concreta, ahondando en la presentacion clinica de la
leishmaniasis visceral (y en menor medida leishmaniasis cutanea), las técnicas
diagnosticas, factores de riesgo de exposicion y enfermedad en los pacientes VIH de esta

poblacion.

A continuacion, se discuten los resultados que hemos obtenido.

1. Homogeneidad de la muestra y poblacién VIH

Como se puede observar en el Anexo 1, se realizaron diversos andlisis para
comprobar que la muestra extraida para nuestro estudio era representativa del conjunto de
pacientes en las caracteristicas mas importantes. Se observé que efectivamente en los
pardmetros epidemiologicos inmunoldgicos, de tratamiento, etc... no ha habido ninguna

diferencia relevante, no obstante, existen ciertos matices que merecen ser desarrollados.

Una de las primeras preguntas que se nos presentd cuando empezamos a analizar los
resultados fue: ¢Son las caracteristicas de nuestra cohorte de pacientes VIH parecida a las
descritas en el resto de Espafia y de manera mas amplia, que las de Europa? Para contestar
esta pregunta hemos consultado los registros de vigilancia epidemioldgica del VIH y SIDA
en Espafia en la dltima actualizacion, que es del 30 de junio de 2015, y que detalla las
caracteristicas extraidas de los sistemas de informacion sobre nuevos diagnosticos de VIH

del Registro Nacional de casos de Sida. Asi podemos comprobar, que efectivamente
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nuestra cohorte coincide bastante con el perfil de pacientes de nuevo diagndstico en

Esparia (166).

Existe una mayor proporcion de pacientes varones, como en nuestra cohorte, y la
horquilla de edad mas habitual es entre 25-35 afios. Llama la atencion que, en los nuevos
diagnosticos, la forma de transmision mas frecuente en el Registro Nacional es de hombres
que tiene sexo con hombres (HSH), mientras que, en nuestra muestra, el medio de
transmision principal es el heterosexual. Esto es probable a que sea debido a que estos
datos son de diagndsticos recientes, y en los Gltimos afios existe una tendencia ascendente
de transmision con una mayor incidencia de nuevos diagndésticos de VIH en HSH, mientras
gue nuestra cohorte se ha ido conformando en la Ultima década, desde la apertura del
hospital en 2004/2006. Ademas, nuestra cohorte tiene un mayor porcentaje de pacientes

subsaharianos, en los que predomina la transmisién heterosexual.

Otra diferencia en nuestra cohorte es la proporcion de pacientes inmigrantes y la
poblacion de origen subsahariano. Consultando los registros de Espafia, se puede observar
que los nuevos diagnosticos de VIH en pacientes que no son espafioles presenta un ligero
descenso y por lo tanto suponen menor peso desde el afio 2011. No obstante, en 2014 un
32% de los nuevos casos diagnosticados se realizé en personas originarias de otros paises
siendo el origen mas frecuente (tras el espafiol) el origen latinoamericano (15,1%) y con un
porcentaje menor de pacientes de origen subsahariano. Sin embargo, en nuestra cohorte
tenemos un porcentaje muy elevado de paciente procedentes de paises africanos (24-27%)
lo cual es muy superior al nivel nacional. Esta particularidad se debe a la composicion de
la poblacion de Fuenlabrada, donde, por ejemplo, hasta un 9,1 % de la poblacién tiene
origen nigeriano. Esto evidentemente tiene consecuencias tanto en el perfil de paciente que

atendemos (tipo de transmision, adherencia al tratamiento, etc) como a la hora de
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coinfecciones con otro tipo de enfermedades importadas.

A la hora de comparar la muestra seleccionada para estudio de los test
parasitolégicos y de inmunidad, uno de los problemas fue valorar la cifra de CD4" como
riesgo para padecer leishmaniasis, ya que, aunque es un factor de riesgo conocido de esta
enfermedad (102)(103)(225)(226), es una cifra muy cambiante y especialmente en los
pacientes que partiendo de CD4" muy bajos inician tratamiento antirretroviral, y que
habitualmente consiguen en pocos meses alcanzar cifras por encima de 200 CD4*. Para
salvar este sesgo utilizamos como referente el nadir de CD4", es decir, la cifra de CD4"
mas baja que el paciente ha tenido durante su evolucién. Este parametro es también un
factor de riesgo asociado a peor prondstico (102)(103) y es mas estable en el tiempo que la
cifra de CD4" en una analitica aislada. Esto permite comparar los grupos de forma mas
sencilla. Por este motivo, se pretendi6 incluir en el estudio al mayor nimero posible de
pacientes con nadir de CD4" menores de 100 de la cohorte, y explica que sea la Unica
variable con diferencia significativa entre el grupo global y el grupo de estudio al que se
extrajeron los estudios analiticos. Este hecho refleja nuestro interés a la hora de reclutar a

los pacientes en mayor riesgo de enfermedad.

2. Prevalencia de exposicion a Leishmania infantum en pacientes VIH en
zona de brote

La prevalencia se define como la proporcién de personas enfermas, o en este caso
expuestas a un determinado factor o enfermedad en un momento puntual o en un periodo
de tiempo. En nuestro estudio, hemos encontrado una prevalencia de exposicion del 15.4
% en pacientes VIH, que es una prevalencia bastante alta si tenemos en cuenta que se trata

de una enfermedad parasitaria de la que no ha habido hasta ahora brotes en Europa.

En nuestro estudio, se ha considerado a un paciente EXPUESTO, si cumplia una de
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las siguientes condiciones:

e Paciente con infeccion documentada por Leishmania (visualizacion al microscopio
de Leishmania, aislamiento de Leishmania por cultivo o deteccion de DNA de

Leishmania por PCR en cualquier 6rgano o en sangre)

e Serologia positiva usando técnicas basadas en rK39 (técnica cualitativa) o IFI

(superior a dilucion 1/40)

e Paciente que presenta respuesta celular positiva para Leishmania con el método de

SLA.

Una de las principales dificultades, de los estudios de exposicién, es su medicién.
Para medir la exposicion a Leishmania, existen varias posibilidades dentro de las cuales,
una de ellas es la medicion a través del test de Montenegro o test de la leishmanina, que es
una prueba similar al Mantoux, que se realiza en diversos paises, y ha sido utilizado de
manera frecuente en paises endémicos para este proposito. El problema de dicha prueba en
nuestro pais, es que se trata de una técnica que no esta aprobada por la Agencia Europea

del Medicamento, y por lo tanto, no esta disponible en Espafia.

La serologia como Unico método no es suficiente ya que se sabe que no se positiviza en
muchos pacientes con formas leves de leishmaniasis. La técnica de SLA se ha comprobado
en estudios recientes, que presenta buenos resultados en un trabajo similar en
trasplantados(167), por ello decidimos usar una combinacion de técnicas que aumentaran

la posibilidad de detectar expuestos.

Los pacientes se categorizaron en pacientes expuestos asintomaticos, que son aquellos

que cumpliendo las premisas anteriores no presentaban ningun sintoma que pudiera hacer
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sospechar que presentaban la enfermedad. Cabe destacar una definicion que hemos
realizado en nuestro estudio, que nos parecia interesante, que define a pacientes expuestos
que presentan alto riesgo de padecer Leishmaniasis visceral. Estos pacientes serian
aquellos que cumplen la definicion de exposicion previa y que ademas presentan respuesta
celular especifica para Leishmania negativa (SLA negativo). En contraposicion, los
pacientes asintomaticos expuestos que presentaran respuesta celular especifica para
Leishmania positiva podrian considerarse, segun nuestro criterio, pacientes con bajo riesgo
de padecer leishmaniasis. Este punto se desarrollara de manera mas amplia y detallada en

un apartado mas adelante.

Como ya hemos mencionado previamente, los estudios sobre la epidemiologia en
leishmaniasis visceral son complejos, ya que la mayor parte de los casos se dan en paises
en vias de desarrollo que cuentan con pocos medios técnicos para el diagnostico,
tratamiento, y por lo tanto carecen de posibilidades de realizar estudios a este nivel.
También se une como problemaética, la ausencia, en ocasiones, de registros de poblacion,
censos y la ausencia de declaracion de determinadas enfermedades. En Europa se han
realizado varios estudios que ya hemos mencionado en el capitulo de epidemiologia, que
describen la incidencia y el desarrollo de la enfermedad, pero lo que no se ha podido
realizar hasta ahora era un estudio en un &rea de brote epidémico, ya que, en Europa, este
es el primer brote de leishmaniasis visceral que acontece en las Gltimas décadas. Esto nos
ha brindado la posibilidad de observar como se comporta el brote e intentar estimar la
prevalencia de exposicion en pacientes VIH asintomaticos durante un brote en una zona de
alta endemia, pudiendo estimar la poblacion en riesgo de desarrollar leishmaniasis visceral

en caso de que estos desarrollaran una inmunosupresion.

Durante las Ultimas décadas, se han declarado diversos brotes, todos localizados en
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el continente africano, lo que complica su estudio a pesar de los grandes esfuerzos de
organismos no gubernamentales como Médicos sin fronteras, que ha realizado diversos

estudios en colaboracion con la OMS y WHO.

Se han declarado brotes en Wajir (Kenya) en 2008, y un brote especialmente
devastador en Jonglei y la zona alta del Nilo en Sudan de sur durante el periodo de 2009-
2012 con mas de 76,000 casos de sospecha de leishmaniasis visceral . En ambos casos no
se han podido realizar estimaciones de prevalencias ni prevalencias de exposicion, por los
mismos motivos, tampoco en paciente especialmente vulnerables, como lo son los

pacientes VIH.

Especialmente interesante es el caso del brote declarado entre 2005-2006 en Libo
Kemkem, Etiopia, con mas de 1841 pacientes diagnosticados. En este caso al no disponer
cifras de poblacion exacta, ni pacientes con correcto seguimiento fue imposible estimar
medidas epidemioldgicas (168), no obstante, existen bastantes estudios realizados

posteriormente, que intentan estimar la prevalencia e incidencia de leishmaniasis visceral.

Uno de los pocos estudios cuyo objetivo era establecer tasas de prevalencia, es un
estudio realizado en Etiopia tras el brote sufrido en 2005-2006 (169). En esta area, no
existia previamente ningln caso descrito de leishmaniasis visceral, y fue tras el brote que
comenzaron a declararse un nimero muy aumentado de casos (170). El caso de este brote
ha sido especialmente curioso, ya que previo a este periodo, no existian notificacion de
casos de leishmaniasis visceral en esta zona, por lo que ha sido objeto de numerosos

estudios para dilucidar el porque de este brote.

Entre numerosas respuestas se encuentra el hecho de que hubo una importante
migracion de personas (previamente no expuestas a leishmaniasis y sin inmunidad) a un

area colindante de Sudan donde si existe una declaracion habitual de casos, y se postulan
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también como factores importantes el impacto en la zona del cambio climatico, ya que se
cree que podria haber habido un cambio en las caracteristicas de la tierra en la zona y un
cambio en la temperatura, ya que a la altura a la que se encuentra dicha area ( 1,800/2,000

m) a esta altitud no deberian encontrarse flebotomos.

En este estudio, que se realizd unos dos afios después del brote, se realizd un
trabajo para determinar las prevalencias tras el brote, principalmente en poblacion de nifios
de hasta 15 afios. La prevalencia se intentd establecer considerando expuestos a los
pacientes que presentaran positivo en el test rapido rK39 y el test de aglutinacion directa
(DAT), asi coma la prueba intradérmica con leishmanina (LST) que consiste en la
inoculacion de extractos parasitarios en la piel y observar si se produce una reaccion de
hipersensibilidad de tipo celular (IV) (parecida a la prueba de Mantoux para la

tuberculosis). La prevalencia global que se encontro fue de 1.02% (95% CI1 = 0-4.54).

Como podemos ver esta prevalencia es sustancialmente mas baja que la que hemos
encontrado nosotros, no obstante, una de las conclusiones del articulo era que pensaban
que los niveles de prevalencia existentes durante el estudio, mostraban que se habia vuelto
a un estatus pre epidémico, con prevalencias parecidas a las previas antes del brote. Esto a
su vez llama la atencion, ya que impresiona un descenso tan impresionante en la
prevalencia, lo que contrastaria con la situacion de nuestro brote, que parece en descenso,

pero que todavia no ha bajado a niveles pre epidémicos.

Merece especial mencion el estudio realizado en el sud-oeste de Etiopia donde se
analizaron 1232 pacientes que no habian sido tratados previamente, para estimar la
prevalencia global de la positividad de LST, del test de aglutinacion directa (DAT) y
leishmaniasis visceral activa, con unas positividades respectivas de 30.0%, 5,4% y 0.49%

(171). Existe otro estudio con LST realizado en Mali donde se estiman prevalencias de
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leishmaniasis cutanea, y donde reportan prevalencias de positividad de LST que van desde
19,9% a 45,4%(172). Aun asi, hay que mencionar que existen ciertas limitaciones cuando
se trata de la interpretacion de LST y que en estos estudios se habla o bien de leishmaniasis
cutanea , como en el caso de este ultimo estudio, o de leishmaniasis visceral en poblacién
general (173). Si la busqueda se restringe a pacientes VIH, los estudios se ven mucho mas
restringidos, ya que ciertas pruebas como las LST o ciertas pruebas inmunologicas, en

pacientes VIH son muy poco fiables.

Hay un estudio realizado en el este de Espafia (174) en el que se realizd una prueba
de IFAT (detecta la presencia anticuerpos por inmunofluorescencia indirecta) a 179
pacientes VIH asintomaticos durante un seguimiento de un afio, encontrdndose una
positividad en seis de los pacientes (3%). Con la limitacion de este tipo de pruebas en
pacientes VIH muy inmunodeprimidos, que pueden dar falsos positivos (en este estudio
hubo un paciente con severa inmunodepresion que dio negativo en IFAT, pero que

presentaba leishmaniasis visceral que fue confirmada con test parasitol6gicos).

Otro reciente estudio, realizado sobre prevalencia de exposicion, esta vez en
poblacion trasplantada, encontré una prevalencia de exposicion de toda la muestra de

trasplantados de un 21%(167), que es similar a la de nuestros pacientes VIH.

Como conclusion, con estos datos podemos constatar que la situacion actual en
Fuenlabrada es inquietante, con prevalencias actuales similares a las que existen en
determinadas areas africanas, ademas, la posibilidad de tener datos estimados en el brote
de Madrid puede ayudar a calcular los posibles afectados en brotes de otros lugares,
aungue como vemos, los datos oscilan mucho. Aun asi, el conocimiento en profundidad de
nuestro brote, puede ayudar a perfilar y mejorar las estrategias de manejo durante estos

brotes en otros lugares, aun con todos los factores limitantes que existen y teniendo en
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cuenta determinadas diferencias en las caracteristicas de las diferentes poblaciones y el

hecho de que en africa y otras regiones, la leishmaniasis se debe a L. Donovani, etc...

3. Determinar la incidencia acumulada y la tasa de incidencia de
Leishmaniasis visceral en la cohorte VIH en zona de brote

Uno de nuestros objetivos ha sido establecer la estimacion de la tasa de incidencia

de leishmaniasis visceral en la cohorte de pacientes VIH que viven en la zona de brote.

En Espafia, desde el afio 1996 hasta el afio 2011, se ha mantenido una incidencia
anual mas o menos estable de leishmaniasis, de aproximadamente 0,45 casos/ 100.000
habitantes. Durante este periodo, Madrid habia alcanzado su pico en 2006 con una tasa de

incidencia de 0,59/ 100.000 hab.

Desde el afios 2009, en la comunidad de Madrid se ha dado un pico muy importante
en la tasa de incidencia, a expensas de los casos declarados en el brote de Fuenlabrada,
dandose un incremento con tasas de incidencia de hasta 21,54 casos / 100.000 habitantes
(datos obtenidos del informe de 2012 sobre el riesgo de transmision de Leishmania
infantum realizado por Centro de Coordinacion de Alertas y Emergencias sanitarias

(CCAES)).

En el informe realizado en septiembre de 2015 por la direccion General de Salud
Publica, se puede comprobar como la incidencia va aumentando a partir de 2009, con un
pico en 2011, procediendo después a disminuirse ligeramente el nimero de casos, pero sin
llegar a los niveles previos. En la Figura 37, extraido de este informe se pueden ver la
evolucion temporal de los casos notificados durante el brote a las EDO (enfermedades de

declaracion obligatoria).

Se ve claramente un pico de incidencia en 2012, disminuyendo posteriormente en
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los afios posteriores. En total en Fuenlabrada han sido declarados 534 casos de los cuales
180 eran leishmaniasis viscerales (incluyendo en esta definicion la leishmaniasis
ganglionar). En nuestro hospital se han seguido 110 casos de leishmaniasis visceral, de la

que 14 eran pacientes VIH, lo que supone un 12,7%.

Figura 37. Evolucién temporal del numero de casos declarado a las EDO (enfermedades

de declaracion obligatoria).
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Fuente: Enfermedades de Declaracién Obligatoria (EDO).

En el caso de la leishmaniasis visceral en pacientes VIH, la distribucion ha
permanecido parecida. Como se puede ver en nuestra serie (Figura 38), hay un pico de
incidencia claro entre 2011/2012, que es donde aparecen la mitad de los casos de

leishmaniasis visceral en pacientes VIH. Posteriormente se mantienen unos niveles muy
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bajos, sin ningin caso hasta el 2016. Este descenso de casos, que también se ha
comprobado en pacientes inmunocompetentes, se asocia con las medidas adoptadas para
frenar el brote, con mayor control del reservorio, los vectores, asi como las campafias de
informacidn sobre el brote, que se implementaron fundamentalmente desde la primavera

de 2011.

Figura 38. Namero casos de leishmaniaisis visceral en pacientes inmunocompetentes y

VIH.
Leishmaniasis visceral, excluida forma ganglionar
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Como podemos ver, en la poblacion VIH y como es de esperar, la tasa de
incidencia es mucho mayor que en la poblacion general, que ya era mayor antes del brote
(305.0 por 100.000 pacientes-afio). Sorpresivamente, o bien porque ya partimos de una
tasa alta, el impacto del brote en la poblacion VIH ha elevado la tasa a 413.4 casos por
100.000, un aumento proporcionalmente muy pequefio si lo comparamos con el aumento
de la tasa global (0.45 a 21.5). Sin embargo, queda claro que la tasa de incidencia ha sido

20 veces superior a la estimada para la poblacion general, lo que permite prever el impacto
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que podria tener un brote como éste en zonas donde existe de base muchos pacientes VIH

como en determinados lugares de Africa, India o Brasil.

Si comparamos nuestro datos frente a algunos datos epidemioldgicos recogidos
entre 1997-2008 (175), podemos ver varias diferencias. Antes es preciso mencionar que los
datos extraidos desde 1997-2008 son basado en el CMBD (conjunto minimo bésico de
datos), con las limitaciones que esto conlleva, aun asi, son datos que pueden orientar hacia
las tendencias de lo que estaba ocurriendo a nivel epidemioldgico durante ese periodo de

12 afios.

Durante este periodo se objetivd que de todos los pacientes declarados con
leishmaniasis visceral, un 37% eran VIH positivos, que es la primera diferencia que
encontramos, ya que nuestros pacientes VIH representan un 12% del total. Si cogemos sin
embargo la evolucion temporal desde el 2000 al 2003, vemos que van aumentando los

casos en pacientes no VIH y que los casos de coinfeccion bajan del 22,6% a 19,9% (176).

Hay que tener en cuenta que estos estudios comprenden ingresos ocurridos entre
1997 y 2008, presentando en los primeros afios menos porcentaje de pacientes VIH en
tratamiento con TARGA, y por ende es de suponer que habria pacientes en peor situacion

inmunoldgica, lo que podra explicar esta diferencia.

4. Leishmaniasis cutanea en pacientes VIH de nuestra cohorte

En nuestra cohorte sélo se han producido dos casos de pacientes VIH que han
desarrollado leishmaniasis cutanea. Como ya se menciond en el apartado de resultados de
357 casos de leishmaniasis cutaneas declaradas en nuestro hospital, sélo dos pacientes

presentan coinfeccion con VIH. Con otros tipos de inmunosupresion, encontramos otros 4
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pacientes gque estaban en tratamiento con anti-TNF, metotrexate o corticoides. Llama la
atencion el bajo numero de pacientes inmunodeprimidos que desarrollaron leishmaniasis
cutanea, aunque este hecho esta en relacion con que, al presentar una buena respuesta
inmunoldgica, la presentacion clinica permanece como una leishmaniasis cutanea
localizada, aunque en paciente con mala inmunidad, existe mas probabilidad de
presentaciones atipicas y evolucion a formas mas agresivas y diseminadas, e incluso que lo

que se produzca sea una leishmaniasis visceral en vez de cutanea.

Como ya se ha mencionado previamente, la leishmaniasis cutanea en la cuenca
mediterranea esta producida por L.infantum, como en nuestro caso, aunque la presentacion
clinica habitual descrita en pacientes inmunocompetentes difiere ligeramente de la que han

presentado nuestros pacientes como se comentard mas adelante.

En la coinfeccion Leishmania/VIH, el hecho de presentar leishmaniasis cutanea es
excepcional, siendo mas frecuente la presentacién de leishmaniasis visceral. Por ejemplo,
en el documento publicado por WHO en el afio 2000, hicieron un analisis retrospectivo de
965 casos de coinfeccion de los cuales solo el 4% presentaron leishmaniasis cutanea
localizada(177). Mientras que en otras zonas como India, Brasil (178) y zonas del este de
africa es una presentacion mucho mas habitual, en Europa, queda reducida a una

excepcion.

La forma de presentacion clinica de leishmaniasis cutanea durante nuestro brote
muestra algunas diferencias a la previamente descrita en otros estudios (179). Se han
observado una mayor presencia de lesiones atipicas, con mas frecuencia de lesiones en
forma de papulas y placas eritematosas sin formacion de costra y mayor presencia de
lesiones multiples. La lesion mas tipica descrita es la de “boton de oriente” (lesion Unica

papulo-nodular con costra). Nuestros dos pacientes coinfectados presentaron ambos
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lesiones unicas, una de ellas mas parecida a un boton de oriente, ya que se tratd de una
papula Unica ulcerada y las lesién del otro pacientes fue mas atipica, siendo este
diagnosticado por biopsia por sospecha de carcinoma basocelular. En ambos casos se
diagnosticaron por estudio anatomopatolégico (donde se observaron granulomas no

necrotizantes) con PCR para leishmania positiva en la muestra.

Ninguno de los pacientes presentd clinica sistémica ni alteraciones analiticas

sugerentes de leishmaniasis visceral, ni tampoco presentaron adenopatias palpables.

La presentacion de leishmaniasis cutanea en pacientes VIH se ha asociado a un
estado inicial del VIH donde todavia no existe una inmunodepresion profunda.
Tradicionalmente la presentacion clinica es similar a aquella presentada en individuos VIH
negativos tanto a nivel clinico como histopatologico, lo que cuadra con la presentacion
clinica de nuestros pacientes (103). En un estudio de casos-controles con 9 pacientes VIH
positivos con leishmaniasis cutanea frente a pacientes VIH negativos, realizado en la
Guayana Francesa (180), se encontrd que estos pacientes presentaban efectivamente una
misma clinica, pero que presentaban mayores tasas de recurrencia y peor respuesta al
tratamiento. Esto difiere de nuestra experiencia, ya que en nuestros dos pacientes, ambos
presentaron excelente evolucién con tratamiento intralesional con antimoniato de
meglumina (un paciente con tres dosis y el otro con 2) y no han presentado hasta la fecha
ninguna recidiva (tiempo de seguimiento de 4 afios en uno de los pacientes y 6 afos en el
otro). Estas diferencias pueden explicarse por ser una cepa diferente de leishmania (L.
guyanensis) y el hecho de que fueron tratados de manera diferente con ciclo de

pentamidina en vez de antimoniales.

Con respecto al nivel de inmunosupresion, tanto en este estudio mencionado

previamente, como lo que aparece publicado en otras revisiones, todos los pacientes suelen
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presentar niveles de > 200 CD4" cel/ ul. En el caso de nuestros pacientes, ambos tenian
CD4* por encima de 350 cel/ ul, y uno de los pacientes no estaba en tratamiento con

TARGA por tener niveles superiores a 400 cel/ pl.

En cuanto a las pruebas diagndsticas realizadas, ya hemos visto que el diagnostico
fue clinico con posterior PCR en biopsia positiva, pero que no se vieron leishmanias. En
cuanto al resto de pruebas que se realizaron, en ambos pacientes la PCR en sangre, el
cultivo, el testo rapido rK39 y el IFAT fueron negativos. Esta negatividad, lo que
evidencia, es que de alguna manera la leishmaniasis cutdnea parece una reaccién muy local
que queda confinada a la piel gracias al desarrollo de una buena respuesta inmune(103). A
nivel histologico se produce dafio de las células, edema, con gran necrosis, que
posteriormente es remplazada por células de Langerhans y epitelioides, produciéndose la

curacion. En los pacientes inmunocompetentes, parece que ocurre de manera similar.

Con respecto a la respuesta frente a antigeno soluble de leishmania (SLA), en
ambos casos los pacientes presentaron un SLA negativo, con un indice de estimulacion
(SI) de 0,76 y 0,93 (el limite establecido fue de la media + 3 DS del SI que fue de 1.88).
Resultados preliminares no publicados por Carrillo E. y Moreno J, de la Unidad de
Leishmaniasis del Centro Nacional de Microbiologia (ISCIII), y presentados en la III
REUNION CIENTIFICA DE LA RICET (Madrid, 11 y 12 de junio de 2014), muestran el
mismo comportamiento en inmunocompetentes con leishmaniasis cutanea. Esto que
permite formular la hipotesis de que la leishmaniasis cutanea estimularia una proteccion
cutanea y localizada, pero no estimularia una respuesta celular sistémica frente a
Leishmania. La leishmaniasis cutdnea al ser una inoculacion local que es muy bien
controlada a nivel inmunologico destruiria los parasitos de manera completa, y no

generaria una respuesta inmunologico ni tan sistémica ni tan potente, pudiendo considerar
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a los pacientes VIH con leishmaniasis cutanea localizada, que ya no presentan lesion,
como pacientes curados definitivamente. Esto hace que estos pacientes se comporten como
pacientes inmunocompetentes, y de hecho, ese es el perfil de dichos pacientes, que
presentan unos niveles de CD4* muy buenos y una situacion de control inmunovirolégico
de la infeccion del VIH muy buena. Si esto fuera asi, esto querria decir que los pacientes
VIH que solo desarrollan un leishmaniasis cutanea localizada, se comportarian a efectos de
los test de respuesta inmunologica SLA como pacientes inmunocompetentes, que una vez

“curados” pasan a presentar un test de SLA negativo.

Por otro lado, esta falta de respuesta inmunolégica sistémica remarca la dificultad
en encontrar un test que defina exposicion a Leishmania, ya que de no haber presentado
leishmaniasis cutdnea estos dos pacientes habrian sido definidos como no expuestos, y
permite especular que probablemente el porcentaje de expuestos es aun mayor del

estimado en nuestro estudio.

5. Leishmaniasis visceral en los pacientes VIH de nuestra cohorte vy
comparacion con el grupo de pacientes inmunocompetentes y bajo
tratamiento inmunosupresor

5.1 Caracteristicas de los pacientes

Como en la mayoria de estudios y publicaciones sobre pacientes coinfectados, los
pacientes de nuestra muestra son sobre todo varones jovenes (181)(182). Existe un
predominio de casos entre los hombres que suponen un 85,7%. La cuestion del género de
los pacientes resulta llamativa, ya que en todos los estudios existe siempre un mayor
porcentaje de hombres sin que quede clara la razén de esta particularidad. En muchos
casos se ha propuesto el hecho de que los hombre realizan mas tareas fuera del

domicilio(183), sobre todo en articulos donde las poblaciones son de origen africano o
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indio, donde claramente los roles de genero son mas marcados, y efectivamente podria
explicar esta diferencia el hecho de que los hombres trabajan fuera y las mujeres en el
ambito doméstico. No obstante, esta explicacion parece poco satisfactoria en nuestro
entorno. Existen articulos que hablan del rol de las hormonas sexuales a la hora de
favorecer o proteger frente a diversas enfermedades parasitarias (184)(185)(186). Segln
estos hallazgos, los androgenos y la progesterona tendrian cierta tendencia
inmunosupresora, al interaccionar con macréfagos impidiendo la produccion de TNF y NO
que es imprescindible para la buena respuesta frente a leishmania. Segun estos estudios, las
hormonas sexuales podrian explicar porque el género masculino presenta cierta
susceptibilidad y el género femenino cierta resistencia frente a enfermedades parasitarias
en general. Esto qued6 demostrado en modelos de hamsteres para especies diferentes a
L.infantum (187), donde se observd que el hecho de administrar hormonas del sexo
contrario modificaba la presentacion clinica, empeorando las lesiones en la hembras. Estos
datos parecen justificar esta diferencia, pero se necesitan mas estudios, sobre todo con

L.infantum y en paises europeos.

Con respecto a la edad, se observa también que se trata de paciente jovenes, en
nuestra cohorte con un rango de edad de entre los 18 y los 64 afios. Evidentemente al
hablar de coinfeccion estos datos se explican en parte por la menor esperanza de vida de
los pacientes VIH antes de la entrada del TARGA, y en el resto de la literatura, por
proceder de paises donde la esperanza de vida globalmente es mucho menor que en

Espana.

La via de adquisicion del VIH a través de la inyeccion de drogas por via parenteral
(ADVP) supuso en la era pre TARGA un factor de riesgo muy importante, y era

encontrado como factor de riesgo independiente para el desarrollo de leishmaniasis
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visceral (102)(103). Esto fue de una enorme importancia ya que se demostré la existencia
de un ciclo alternativo artificial epidémico y antroponoético entre gente que compartia
jeringuillas, que en los primeros afios llegd suponer un 80% de los coinfectados en Europa.
En los afios posteriores de 2001 a 2006, se ha visto un reduccion del porcentaje que supone
la via ADVP de un 76% entre los afios 1990 y 1998 a un 67% entre los afios 2001-2006,
con un aumento de la via heterosexual de un 12% a un 23% (103). En nuestra cohorte,
existe un 28,6 % de pacientes que han presentado como via de contagio mas probable la
ADVP, lo que muestra el descenso global de este tipo practica en Europa, y el aumento de
la transmision por via sexual. En nuestros resultados, nosotros no hemos encontrado que la
via de transmision de VIH tenga ninguna influencia a la hora de favorecer el desarrollo de

leishmaniasis visceral.

Con respecto al origen de los pacientes, un 60% no eran espafioles, siendo un 40%
de ellos de raza negra procedentes del oeste de africa (Nigeria y Guinea Ecuatorial). Hubo
dos pacientes del este de Europa (Rumania y Polonia) y un paciente peruano. Todos estos
pacientes llevaban muchos afios viviendo en Esparia, por lo que se presupone que los casos
son todos autoctonos. Esto se confirma dado que se trata de la misma especie de
L.infantum y por la ausencia de casos de leishmaniasis visceral descritos de manera

habitual en los paises del oeste de africa.

Cuando realizamos la comparaciéon de la epidemiologia, el cuadro clinico, etc...
entre los diferentes grupos (los pacientes inmunocompetentes, los pacientes VIH y los
pacientes bajo tratamiento inmunosupresor (anti-TNF, metotrexato, etc...) encontramos

diferencias interesantes que merecen la pena ser discutidas.

En primer lugar las poblaciones son parecidas en la distribucion de género (con

ligera predominancia del masculino), pero si encontramos una diferencia en la media de
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edad, donde la edad de la poblacién bajo tratamiento inmunosupresor es ligeramente
mayor (p=0,01) con una media de 56 afios frente a una media de unos 42-43 afios en los
otros dos grupos. No es de esperar, no obstante, que esta diferencia encontrada ejerza una
influencia muy importante en la presentacion clinica, pruebas diagnosticas, etc... pero hay

que tenerla en cuenta.

Otra caracteristica diferencial entre los diferentes grupos fue la mayor presencia de
pacientes de raza negra en el grupo de los inmunocompetentes (49.4%) (p=0,02) , frente a
los otros dos grupos, un 38.5% en el grupo de los pacientes de VIH y un llamativo 13.3%
en el grupo de pacientes bajo tratamiento inmunosupresor. Esto lleva a plantear la hipétesis
de que los pacientes de etnia negra u origen sub-sahariano tendrian una especial
predisposicion a padecer leishmaniasis visceral. No sabemos que factores hacen que en
individuos inmunocompetentes la enfermedad se presente como visceral, cutdnea o
ganglionar. Durante el brote de Fuenlabrada, llamo la atencion que s6lo un paciente de
origen subsahariano presentara leishmaniasis ganglionar ( ratio 1:16) (39) y que hayan
habido muy pocos casos de leishmaniasis cutanea en esta poblacion(188)(25). En la serie
de LV pediatrica publicada en relacién con el brote, se muestra una proporcion similar de
pacientes de raza negra con leishmaniasis visceral, representando en torno al 50%(189) .
En este estudio, se propuso que las diferencias podian ser debidas a factores externos
ligados a una mayor exposicion al exterior, y por lo tanto a los flebotomos, debido a las
condiciones de las casas o su localizacion, pero los estudios epidemiologicos realizados
hasta ahora, no han encontrado ninguna diferencia; no hay mayor contacto con perros, no

hay presencia de vectores en las casas ni en las zonas adyacentes(25).

Llama la atencién que en nuestro estudio hemos encontrado que este grupo de

pacientes parecen vivir mas cerca del parque, aunque esto no explicaria la ausencia de
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formas ganglionares y cutaneas. Como ya hemos mencionado previamente, estas
diferencias podrian estar explicadas por diferentes susceptibilidades genéticas entre los
pacientes de origen subsahariano y los pacientes espafioles nativos, diferencias parecidas se
han apuntado ya en otros grupos de estudio(190), aunque se deberia realizar mas estudios

en este sentido para poder afirmarlo.

5.2 Clinica presentada: sintomas, sighos y exploracion fisica

Con respecto a la clinica, al igual que en varias publicaciones, el cuadro clinico
esencial presentado por nuestros pacientes VIH no difirio6 de manera esencial del
presentado en pacientes inmunocompetentes(103)(191)(192)(193), si bien hemos
encontrado algunas diferencias que cabe mencionar. La triada clinica habitual; fiebre,
hepatoesplenomegalia y pancitopenia se presentd en una mayoria de los pacientes,
sobretodo la esplenomegalia y la pancitopenia que supuso entre un 78-85% de los
pacientes. Con respecto a la aparicion de fiebre, hubo un porcentaje menor de pacientes
que la presentaron (64%), siendo esta diferencia estadisticamente significativa ( P=0,001)
cuando se comparo el grupo de pacientes inmunocompetentes y pacientes bajo tratamiento
inmunosupresor. Esto difiere con la mayoria de la literatura publicada donde se encuentra
tasas parecidas de fiebre entre pacientes VIH y pacientes inmunocompetentes. No obstante,
de manera clasica, en todos los articulos se menciona la menor tasa de presentacién de
fiebre como un hecho descrito en varias publicaciones, en pacientes VIH, sobretodo en
aquellos pacientes con mayor inmunosupresion (193)(194). Llama la atencion que la
menor presencia de fiebre en nuestra cohorte se presentd en pacientes donde el diagndstico
de leishmaniasis visceral fue muy tardio, con una media de 164,6 dias hasta el diagndstico,
y con un rango de 16 a 420 dias. Este retraso en el diagnostico, lo que evidencia, es que es

la fiebre uno de los sintomas guia para la sospecha de una leishmaniasis visceral, y cuando
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esta no aparece, es mucho mas complicada la sospecha clinica. Es por tanto normal que
este sintoma se encuentre siempre en un alto porcentaje, ya que al ser la fiebre uno de los
pilares béasicos de la sospecha clinica, es su aparicion lo que origina el comienzo del
estudio. El problema es que en muchos paises (sobretodo paises sin grandes medios
econdmicos ni buenos sistemas de salud) en ausencia de este sintoma puede que haya gente
que nunca accede a otras pruebas, o que no acaba siendo diagnosticada, mientras que en
nuestro hospital, se puede dar el caso de que el diagndstico de leishmaniasis se produzca en
el seno de la investigacion de un cuadro de astenia y pérdida de peso, o el estudio de una
pancitopenia a la cual se le realiza un aspirado de médula 6sea, o por ejemplo, como en el
caso de uno de nuestros pacientes, que sea diagnosticado por biopsia hepatica dentro de un
estudio de elevacion persistente de transaminasas sin causa aparente, en un paciente

completamente asintomatico y sin fiebre.

Por otro lado, esta forma de presentacion menos llamativa seria reflejo de la
coexistencia de Leishmania y VIH en pacientes bajo tratamiento con TARGA que
consiguen controlar parcialmente el virus pero no mejorar sustancialmente su status
inmunoldgico; mientras que las formas de presentacion clasicamente descritas, virulentas y
agresivas, son propias de pacientes muy inmunodeprimidos sin TARGA, como ocurre en

paises del tercer mundo o en las series de la era preTARGA.

Es interesante resaltar que en nuestra cohorte, los porcentajes de los diferentes
sintomas presentados no son tan llamativos como en otras series. La astenia y la pérdida de
peso se presentaron en un 35% de los pacientes, y hubo un porcentaje alto de pacientes que
referian dolor toréacico (23%) que rozo la significacion estadistica en comparacion con los

otros grupos (p=0,057 ) y tos en un 29% de los pacientes.

Por lo tanto, el cuadro clinico habitual era un paciente con malestar general y fiebre
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en los que al realizar una analitica, se objetivaba una pancitopenia.

En cuanto a la exploracion fisica, existio un 78% de los pacientes VIH con
esplenomegalia en prueba de imagen que son porcentajes similares a los descritos en la
literatura y que son porcentajes ligeramente mas bajos que en inmunocompetentes
(192)(193). En el grupo de inmunocompetentes se detectd esplenomegalia en un 96% y en
un 85% de los pacientes bajo tratamiento inmunosupresor, siendo la diferencia
estadisticamente significativa (P= 0.032). De manera esperable, la deteccion de
esplenomegalia s6lo mediante exploracion fisica bajaba a unos porcentajes entorno a un

30-46% siendo aparentemente mas facil detectar la esplenomegalia en pacientes VIH.

5.3 Pruebas analiticas: Alteraciones hematoldgicas, velocidad de sedimentacion,
ferritina y proteina C reactiva.

A nivel analitico, los hallazgos encontrados habitualmente son una parte muy
importante del cuadro y un pilar fundamental para la sospecha clinica. En los pacientes
VIH es muy habitual encontrar alteraciones hematoldgicas secundarias al propio VIH, a los

tratamientos utilizados, etc...

En nuestros pacientes la alteracion analitica mas frecuentemente encontrada fue la
trombopenia y la leucopenia. Como hay descritos en otros estudios la leucopenia es una
leucopenia moderada y en nuestro caso con una media de 2,435 1073 /u, lo que concuerda
con resultados de otras series (133), y en el caso de la trombopenia, esta es ligeramente
mas acusada con una media de 105, 928 10”3 /u. En cuanto a la anemia, la mayoria de los

pacientes presentaban valores menores de 10 gr/dl.

Al comparar estos hallazgos entre los diferentes grupos, se encuentran algunas
diferencias. El grupo de pacientes en tratamiento inmunosupresor se encuentran niveles

medios mas bajos de anemia y trombopenia, siendo estas diferencias estadisticamente
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significativas con ANOVA (P respectivas de p=0.014 y 0.009). La media de hemoglobina
en pacientes bajo tratamiento inmunosupresor fue de 8,9 gr/dl frente a una media en los
otros dos grupos de 10 gr/dl aproximadamente. También presentaron una menor media de
plaquetas, que fue de 69333 10 */pul frente a 850,000 10 3/p y 115,00010 3/p en los otros
dos grupos. Estas diferencias resultan llamativas. No podemos comparar con otras series ya
que no hay publicadas series que comparen estos tres tipos de pacientes, pero podemos
pensar que puede estar influenciado por sus propias enfermedades de base (enfermedades
autoinmunes ) que en muchas ocasiones presenta ellas mismas citopenias ligadas a esas
enfermedades. Otra posibilidad es que sea tambiéen fruto de los efectos de los tratamientos
inmunosupresores que en ocasiones también tienen estos efectos sobre las series
hematoldgicas, como por ejemplo el metotrexate. No obstante, hacen falta mas estudios en

este sentido.

Comparando los pacientes VIH con los otros dos grupos se objetiva también que
estos dos ultimos presentan porcentajes mas altos de presentacion de anemia, trombopenia
y leucopenia, lo cual contrastaria con ciertas series donde se describe lo contrario (192),
aunque este hecho puede estar explicado porque son estudios en la década los 90° y los
pacientes que describen son pacientes con una inmunodepresion muy profunda y con VIH

en muchos casos no bien controlado.

De los parametros analiticos realizados, hay tres parametros llamativos que voy a
desarrollar a continuacion.

Un parametro muy interesante que ha presentado niveles muy elevados en los
pacientes inmunocompetentes y bajo tratamiento inmunosupresor fue la ferritina. En el
inicio del brote, se comenzé a ver que los niveles de ferritina eran especialmente elevados

en los pacientes que terminaban por ser diagnosticados de leishmaniasis visceral. Estos
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niveles tan elevados, nos llamaron la atencion, ya que hay muy pocas enfermedades que
eleven los niveles de esta manera. Hasta en un 76% de estos pacientes se presenté con
niveles muy elevados por encima de 1000 mg/mL, mientras que en pacientes VIH no se ha
elevado practicamente (P=0.001), salvo en un caso de un paciente con cirrosis. Buscando
en la literatura, solo existen ciertos articulos publicados en poblacion pediatrica donde se
habla del sindrome hemofagocitico secundario a leishmania (189).

Existe un articulo que demostré niveles altos de ferritina en perros infectados con
leishmania, que tras el tratamiento normalizaban los niveles (195) y un case-report del afio
1991 (196) donde se exponia un caso de leishmaniasis visceral importado en Alemania
donde se objetivd una evolucion parecida de los niveles de ferritina y recomendaban que se
realizaran estudios para establecer el valor predictor de la ferritina como indicador del
éxito del tratamiento ( ver figura 39). Basado en la evolucién de los pardmetros analiticos,
que como muestra el grafico del articulo que se puede ver a continuacion, muestra que los
niveles de ferritina bajan rapidamente tras el tratamiento frente al resto de series como ya

sabemos tardan semanas 0 meses en recuperarse.

Tras observar dichos hallazgos, seria interesante solicitar la ferritina en casos de
sospecha de leishmaniasis visceral y profundizar en si puede, efectivamente, ser un
marcador de recuperacion. Parece que en pacientes VIH este parametro no seria de
utilidad, ya que como hemos visto, los pacientes VIH no elevan los niveles de ferritina, al
menos, no en la coinfeccidn con leishmania, de hecho tampoco presentan elevacion de los
niveles de proteina C reactiva ni velocidad de sedimentacion de los que vamos a hablar a
continuacion, lo que sugiere que es posible que los pacientes VIH debido a su situacion de
inmunodepresion no sean capaces de elevar reactantes de fase aguda de manera parecida a

los pacientes inmunocompetentes 0 a los pacientes con una inmunodepresion diferente.
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Figura 39. Extraido del articulo de Held TK et al; Ferritin as the earliest prognostic marker

in a case of visceral leishmaniasis. J Infect. 1991.
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Fig. 1. Rapid fall of serum ferritin values during the first course of treatment in a case of

visceral leishmaniasis. Haemoglobin and RBC counts remained abnormal. (Normal values:

ferritin 10200 ng/ml, haemoglobin 12-16 g/dl, RBCs 42-54/ x 10'?/L.) (—@—), Ferritin;
(—— M --), haemoglobin ; (—4A—-- --), RBC.

En el caso de la proteina C reactiva, los resultados se asemejan a los de la ferritina
pero con diferencias de menor magnitud. Entre los pacientes con VIH s6lo encontramos un
55% de los pacientes con PCR > 20 mg/l, frente a un 96% de los pacientes
inmunocompetentes y frente a un 79% de los pacientes bajo tratamiento inmunosupresor
(diferencia estadisticamente significativa con P<0.001). Con respecto a los resultados de la
velocidad de sedimentacion presentan resultados mas parecidos entre los grupos, y estan

limitados por que se realizaron en un nimero menor de pacientes.
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5.4 Pruebas diagnosticas

5.4.1. Cultivo v visualizacion de parasitos en médula ésea:

En nuestra cohorte, se realizaron estudios parasitoldgicos en todos los pacientes,
realizando aspirado de médula Osea para confirmar el diagnostico y comenzar el

tratamiento.

La visualizacion de parasitos en el aspirado de médula 6sea fue baja en todos los
grupos de pacientes, con una sensibilidad global de un 42%. En el grupo de pacientes VIH
fue en el que mas se detectaron los parasitos (63%), lo cual puede ser explicado por una
tedrica mayor parasitacion que en pacientes inmunocompetentes por una incapacidad
mayor para el control de la enfermedad. Si comparamos estos resultados con otras series en
pacientes con VIH, vemos que estamos mas o menos en el mismo rango de positividad
(103). En pacientes bajo tratamiento inmunosupresor en un 53% de los casos se
visualizaron leishmanias. No obstante, las diferencias entre los grupos no alcanzaron

significacion estadistica.

El cultivo de médula 6sea, aunque sélo se realiz6 en 4 pacientes, fue positivo en
todos los casos, lo cual muestra una diferencia estadisticamente significativa (p=0.027)
frente a los otros dos grupos donde los porcentajes de positividad son mucho mas bajos,
19% para los inmunocompetentes y 38% para los pacientes inmunosuprimidos, si bien es
cierto que el cultivo de médula 6sea se realiz6 en un numero menor de pacientes. Estos
datos concuerda con otras series donde se habla de una sensibilidad de entre un 50-
1009%(193)(197) y podria estar en relacién con una mayor carga parasitaria en pacientes

inmunodeprimidos.
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Como reflexién final, me gustaria destacar que la realizacion del cultivo es una
técnica dificil que precisa de laboratorios con un equipamiento caro y precisa de personal
muy cualificado y con mucha experiencia, lo que limita mucho estas técnicas en areas
endémicas y con pobres recursos econémicos. Ademas, salvo la extraccion sanguinea, la
extraccion de material para cultivar (médula désea, pero también hay estudios con tejido
esplénico, ganglionar, etc...) supone maniobras muy agresivas y dolorosas para el
paciente. Esto supone una limitacion en pacientes VIH donde las recaidas son frecuentes, y
en los que se tienden a realizar a lo largo de los afios maltiples técnicas diagnosticas para
descartar recaidas ante cuadros de fiebre, pérdida de peso, etc... Por lo tanto, para estos
pacientes es muy importante la posibilidad de encontrar técnicas diagnosticas fiables, y

sobre todo poco invasivas.

5.4.2. Técnicas serolégicas:

Dentro de las técnicas seroldgicas, nos encontramos con la realizacién de varias
técnicas diferentes, y con diferentes dificultades a nivel técnico. Como ya se ha
mencionado previamente, en pacientes VIH, es precisa la realizacion de minimo dos
pruebas seroldgicas, ya que presentan de manera muy frecuente resultados negativos
debido a la incapacidad para generar un buen nivel de anticuerpos contra leishmania. De
esta manera, al combinar dos técnicas seroldgicas, se aumenta la sensibilidad a la hora de

poder diagnosticar a un paciente VIH.

Dentro de estas técnicas para detectar anticuerpos, las técnicas validadas por la
OMS son la determinacion de antigeno rK39, que es una técnica répida, el ELISA y la
Inmunofluorescencia indirecta (IFAT)(198). En todos nuestros pacientes se realizaron dos

técnicas: el rK39 y o bien IFAT o bien ELISA.

En nuestra cohorte de VIH, el 100% de los pacientes en los que luego se confirmo
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leishmaniasis visceral el IFI/ELISA fue positiva, lo que supondria un valor predictivo
negativo del 100%. Sélo en un caso sospechoso con ELISA positivo no se confirmo el
diagnostico, lo que estimaria una especificidad del 93%, que bajo al 89% al incluir todos
los pacientes inmunocompetentes e inmunodeprimidos. Es decir, tendriamos una prueba
altamente sensible, y se podria concluir que ante un caso sospechoso de leishmaniasis
visceral, en caso de que el IFI o el ELISA sea negativo se puede descartar esta posibilidad.
Esto difiere con los estudios realizados en pacientes VIH (123) (193) (199), realizados
mayoritariamente en la era preTARGA, donde se describia una alta proporcion de
seronegativos, en el contexto de una inmunodepresion humoral muy severa que no se

corresponde con la realidad actual de la mayoria de los pacientes VIH de nuestro medio.

Por otra parte, el test rapido rK39 presenta una sensibilidad baja y sin diferencias
entre los grupos; VIH 56%, inmunocompetentes 44% Yy pacientes en tratamiento
inmunosupresor 64%, pero con un valor predictivo positivo del 100%, siendo una técnica
sencilla, estandarizada y rapida, que permitiria confirmar el diagnéstico, en caso de ser
positiva, en menos de dos horas. Por el contrario, un valor negativo no permitiria descartar

leishmaniasis.

Por tanto, con la combinacion de ambas técnicas serologicas se puede confirmar la
presencia de leishmaniasis visceral en VIH si el rK39 es positivo y descartarla si el

ELISA/IFAT es negativo.

5.4.3 Técnicas de deteccion ADN:

Las técnicas existentes para detectar ADN de los paréasitos en distintos medios ha
demostrado muy buenas sensibilidades en la literatura (54)(153)(200). Presenta varias
ventajas, como la posibilidad de su realizacion en diferentes tejidos e incluso en sangre
periférica, lo que permite disminuir la invasividad de las pruebas diagndsticas. La

192



aparicion de la PCR cuantitativa, también ha abierto nuevas vias de investigacion basadas
en la posible deteccion temprana de una recidiva al comprobarse un aumento progresivo
antes de desarrollar la enfermedad. No obstante, ha demostrado resultados variables y se
precisan mas estudios. Ademas La PCR cuantitativa, puede realizarse en sangre periférica,
y permite no realizar pruebas invasivas en pacientes, sobre todo ante sospechas de una
recidiva. El problema principal se centra en como realizar un manejo clinico de un paciente
VIH con PCR positiva, y que se encuentra asintomatico, ya que los tratamientos presentan

un alto coste y una alta tasa de efectos secundarios.

En nuestro hospital esta técnica no estaba disponible en los primeros afios del brote
y sélo fue solicitada en tres pacientes, siendo positiva en los tres casos. En los otros grupos
mostré sensibilidades de un 64% para pacientes inmunocompetentes y un 70% en

pacientes bajo tratamiento inmunosupresor.

La PCR en médula 6sea esta considerada el gold standard del diagndstico de
leishmaniasis visceral, mostrando en nuestra serie de VIH buenos resultados, con una
sensibilidad del 80% en pacientes VIH y 93% y 100% en el resto de grupos, sin diferencias
entre los grupos que fueran estadisticamente significativas, en concordancia con la

literatura.
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Propuesta de diagnostico

Teniendo en cuenta todos estos datos, con los datos de valor predictivo positivo del
test rapido y el resto de sensibilidades, nuestra propuesta de estrategia diagndstica para los

pacientes VIH no seria diferente de la del resto de pacientes y se muestra a continuacion:

Sospecha clinica (fiebre, esplenomegalia, pancitopenia)

y

Test rapido (rk39)
!
v ¥
POSITIVO : Tratamiento ‘ ‘ NEGATIVO: LV no descartable
|
v
ELISA/IFI
| Q
v - & .
POSITIVO: probable LV 1 NEGATIVO: LV virtualmente descartada| ©

I ¥ D C‘
v
Sangre PCR

Médula dsea Microscopfa dptica
Médula 6sea PCR
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Por lo tanto, ante la presencia de un cuadro clinico compatible, frente a un test
rapido rK39 positivo podriamos comenzar tratamiento si el paciente esta inestable. Si el
test rK39 es negativo, y el ELISA o el IFAT son negativos, virtualmente se descarta
leishmaniasis visceral. Si la serologia convencional (ELISA/IFAT) es positiva, y dado que
el ELISA puede dar falsos positivos en nuestra experiencia, se deberia solicitar PCR en
sangre y/o aspirado de médula dsea para visualizacion y PCR para confirmar el
diagnostico, en funcién de disponibilidad, siendo en nuestra serie y en la literatura la
sensibilidad de la PCR en médula algo superior a la de sangre. También, y dado que es una
técnica mas invasiva, se puede reservar el aspirado de médula para aquellos pacientes con

alta sospecha clinica, ELISA positivo y PCR en sangre negativa.

5.5 Tratamientos, recaidas y efectos secundarios

El tratamiento recibido por nuestros pacientes, fue realizado principalmente con
anfotericina B liposomal. La dosis media de tratamiento fueron unos 41,4 mg/ kg, que es
una dosis media mas alta que los que recibieron los pacientes inmunocompetentes (dosis
de entre 15-30 mg/kg). Hubo dos pacientes que recibieron unas dosis mas bajas (22 y 21
mg/kg), de estos pacientes uno recidivo porque dejo el tratamiento y la profilaxis, y el otro

mantuvo profilaxis secundaria adecuadamente.

No existen muchos estudios realizados con Anfotericina B liposomal en casos de
coinfeccion (201)(136) y no hay claro consenso sobre las dosis que hay que administrar, no
obstante, en el Gltimo comité sobre leishmaniasis de la WHO en Ginebra en 2010 se
recomendaban para el tratamiento de pacientes con coinfeccion Leishmania/ VIH, dosis de
3-5 mg/kg al dia o de forma intermitente en 10 dosis (dias 1-5, 10, 17, 24, 31 and 38) hasta

una dosis de 30-40 mg/kg.

De nuestros pacientes, 4 pacientes recidivaron, dos de ellos porque habian
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abandonado la profilaxis, y todos fueron retratados con anfotericina B liposomal. Asi que
podriamos asumir un fracaso al tratamiento del 14%, ligeramente mas bajo que en algunos
estudios (20-22%) aunque es muy variable con tasas descritas de hasta 60%(202). Ademas,
hay que tener en cuenta que estas son tasas globales en todo el mundo, y que pueden variar
segun los paises. La media de tiempo hasta la recidiva/ fracaso, fue de 103 dias con un
rango amplio que va desde los 30-227 dias, lo que concuerda con todos los estudios
realizados donde se observa un mayor riesgo de recidiva entre el primer y séptimo mes tras
el tratamiento. De nuestros pacientes, 11 han recibido profilaxis secundaria, y de estos, un
27,3% la han realizado con antimoniales, y el resto con dosis mensuales de anfotericina B

liposomal.

Como ya se menciond en el apartado de resultados, existen 3 pacientes con una

evolucion particular, que merecen mencién a parte dada su evolucion.

En el paciente primer paciente mencionado (descripcién de resultados en paginas
120-123) que se diagnostico a raiz de una biopsia hepatica se observaba una PCR positiva
y respuesta celular linfoproliferativa negativa reiteradas. Este paciente presenta un riesgo
muy alto de recidiva ya que no ha conseguido desarrollar una buena respuesta inmune, y se
mantiene en profilaxis. En este caso, podemos pensar que en este paciente, parece que la
profilaxis evita el desarrollo de leishmaniasis visceral. Esta situacion evidencia lo que ya se
ha comentado previamente, que es la dificultad de manejo de pacientes que estando
asintomaticos presentan PCR positivas. En esta situacion el test de SLA podria ayudarnos a

tomar una decision con mayor facilidad.

El segundo paciente que se comenta, evidentemente también es un paciente con alto
riesgo de recidiva, por el mal control del VIH y el abandono de todo tratamiento. En

cuanto presentaba abandono de la profilaxis desarrollaba un nuevo episodio de
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leishmaniasis visceral. Es el ejemplo de los pacientes con mala situacion inmunoldgica que
no pueden nunca considerarse curados, y que precisan profilaxis secundaria hasta que

desarrollan una buena repuesta inmune y una buena adherencia al tratamiento.

El ultimo caso (resultados en paginas 120-123), se trata de un paciente que
representa el paradigma del paciente coinfectado. Este paciente ha presentado
leishmaniasis visceral recidivante con hasta 6 episodios hasta la fecha. En este tipo de
pacientes, los tratamientos no son tan eficaces como en pacientes inmunocompetentes,
produciéndose mdltiples recaidas, abundantes efectos secundarios que obligan a cambiar
tratamiento y profilaxis, y en los que el clinico acaba sin claras opciones, y ha de probar
pautas que no se han probado en amplios estudios si no en experiencias de casos

publicados(203).

Como efectos secundarios que hemos detectado durante el tratamiento de los
pacientes, no hemos encontrado ningun efecto adverso no notificado. Practicamente todos
los pacientes referian malestar durante la infusion de anfotericina B y dolor a nivel lumbar
(204)(205)(206) que cedia con la infusion més lenta del fa&rmaco. EI 50% de los pacientes
desarrollaron insuficiencia renal aguda que no precisé cambiar el farmaco, salvo en un
paciente que presentaba previamente enfermedad renal previa y que desarroll6 un reaccién
alérgica importante durante la administracion. Como ya se ha detallado en los resultados
todos los pacientes presentaron elevacion de sus creatininas basales y a cuyos niveles

volvieron tras la finalizacion del tratamiento.

En cuanto al resto de medicaciones, los antimoniales, no hemos tenido efectos
secundarios graves, si bien, no ha sido un tratamiento ampliamente utilizado y es mejor
tolerado como profilaxis, no obstante no hemos tenido ningun caso grave de los descritos

en la literatura (pancreatitis, leucopenia, fallo renal...)(135). En el caso de la miltefosina
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que intentd un paciente, fue retirada por nauseas y diarrea importante. Estos efectos
adversos estan descritos en un 10-25% de los pacientes, y no suelen requerir la retirada del
farmaco(207)(208), siendo considerado en general un farmaco bien tolerado.
Evidentemente, al ser sélo un paciente no se pueden extraer grandes conclusiones sobre su
utilizacion. Por ultimo la utilizacion de paramomicina tuvo que ser retirada por el intenso
dolor de la administracion de la inyecciones, que se cifra en la literatura en un 50-55% de
los pacientes, aun asi se considera a nivel global como un tratamiento seguro y barato, y

normalmente no precisa ser retirado por sus efectos secundarios (82) (86)(98)(114).

6 Factores predictores de recaida y marcadores de enfermedad: el papel de
la_respuesta linfoproliferativa tras estimulacion con antigeno de
leishmania (SLA) como predictor de recaida de leishmaniasis visceral en
pacientes VIH.

Como se ha mencionado, la introduccion de la TARGA para el tratamiento del VIH
supuso una disminucion en los casos de coinfeccién Leishmania/HIV, estando este hecho
asociado a un aumento de los niveles de CD4+ producidos por este tratamiento.

La combinacién de TARGA vy profilaxis secundaria han conseguido disminuir
mucho la incidencia de casos de leishmaniasis visceral en pacientes VIH(209). Aun asi, el
numero de recaidas se mantiene muy alto en pacientes que estan recibiendo TARGA y
profilaxis, sobre todo en aquellos que a pesar de tratamiento mantienen niveles bajos de
CD4". Clasicamente los niveles < 200-250 cel/ pul ha sido el parametro relacionado con el
riesgo de acabar desarrollando un episodio primario de leishmaniasis visceral y el umbral
bajo el cual se cree, existe un mayor riesgo para presentar recaidas (210). Por lo tanto,
tradicionalmente se han utilizado estos niveles para decidir si un paciente deberia 0 no

realizar una profilaxis secundaria(103)(6)(211) (212).
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Una particularidad de la leishmaniasis que no presentan otras enfermedades
oportunistas es que puede presentarse con niveles de CD4* superiores a 200
cel/ul(213)(152). Existe evidencia de que otros factores diferentes de los niveles de CD4*
estan implicados en la susceptibilidad de padecer un primer episodio de leishmaniasis
visceral en pacientes VIH y también en el hecho de presentar o no recaidas (212).

A parte del estatus de inmunosupresion que es expresado con niveles bajos de
CD4*, uno de los objetivos de esta tesis fue intentar confirmar si la respuesta
linfoproliferativa frente a L. infantum (medida mediante SLA) era una herramienta eficaz
para establecer si se han conseguido generar un células T memoria especificas para L.
infantum, capaces de mantener la infeccion parasitaria bajo control, de esta manera evitar
recaidas, y en consecuencia, retirar la profilaxis secundaria a estos pacientes,
independientemente de sus niveles de CD4+.

Durante el seguimiento de nuestros pacientes VIH coinfectados, hemos visto que 6
de los 10 pacientes presentan una respuesta linfoproliferativa a SLA positiva. Todos estos
pacientes se han mantenido sin profilaxis durante mas de 60 semanas, y no han presentado
ninguna recaida (Figura 34, en el apartado de resultados). Los otros cuatro pacientes en
seguimiento que presentaron una respuesta linfoproliferativa negativa a SLA, son los tres
pacientes recidivantes, comentados previamente, y un cuarto que ha permanecido
asintomético con PCR negativa y SLA negativo (Figura 34) .

Estos resultados, aunque estan limitados por el pequefio nimero de la muestra,
apoyan la teoria de que la positividad del test de linfoproliferacion frente a SLA es
indicativa de un buen desarrollo de respuesta inmune celular protectora contra el parasito.
Este hecho hace que pueda tratarse de un buen marcador que indique que no hay riesgo de
recaida y que se puede retirar la profilaxis en estos pacientes, sin riesgo a que presenten

una nueva recaida.
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Todos los pacientes en nuestra cohorte que presentaron una respuesta
linfoproliferativa negativa a SLA tenian menos de 200 CD4+, no obstante, observamos que
dos de los seis pacientes con respuesta linfopoliferativa positiva tenian menos de 200
CD4* cuando se les retir6 la profilaxis y que 4 de estos 6 pacientes que estan sin profilaxis

en el momento actual tienen menos de 350 CD4+.

Si nos acordamos de las Figuras 35 y 36 en el apartado de resultados, parece muy
evidente la diferencia en el indice de estimulacién (SI) con el test de SLA entre grupo de
pacientes “curados” frente al grupo de pacientes enfermos o que contintan en profilaxis.
Los pacientes que han sido tratados, y que estan curados, presentan unos indices de
estimulacion de entre 6,0 y 8,0. Esto indicaria que estos pacientes han sido capaces de
construir una respuesta celular adecuada y protectora frente a leishmania infantum, incluso
en aquellos pacientes con CD4* por debajo de 200 cel/ pl. Esto reforzaria la teoria de la
importancia de que los CD4" puedan generar una respuesta eficaz a pesar de que su
ndmero sea pequefio, primando mas la funcionalidad especifica de estos CD4" frente a una

patdgeno concreto que su nimero total.

Actualmente las recomendaciones existentes nos dicen que hay que utilizar los
niveles de CD4+ para valorar mantener o retirar la profilaxis secundaria, aun que
realmente, no hay una clara evidencia para esta recomendacion (6)(211). Estudios previos
demuestran que es muy importante mantener unos buenos niveles de CD4" y que el hecho
de desarrollar una respuesta especifica inmune celular contra leishmania tras el

tratamiento es vital para disminuir el nimero de recaidas (214)(158).

Es reconocido el hecho de que la coinfeccion tiene un efecto sinérgico que facilita
el aumento de la carga viral del VIH y la progresion a SIDA y por otro lado, favorece la

multiplicacion incontrolada de parésitos (215). Finalmente, esto reduce la capacidad del
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TARGA para poder aumentar el nimero de CD4". Ademas, existe una interaccion
especifica entre leishmania y HIV a nivel celular que afecta principalmente a los
macrofagos y células dendriticas, que resultar en la incapacidad de generar una respuesta
inmune celular correcta. En consecuencia, en pacientes coinfectados, la especificidad de la
respuesta inmunes no solo depende del nimero de CD4*, la “funcionalidad” y la capacidad
de actividad de estas células (que es valorada por el test de SLA) deberia tenerse

encuentra.

Un parametro analitico que ha demostrado resultados esperanzadores de cara al
manejo de pacientes coinfectados es la determinacion cuantitativa de la carga parasitaria
mediante PCR. Existen varios estudios que han utilizado la PCR en tiempo real, en sangre
periférica, para demostrar que las recaidas vienen precedidas por una elevacion de los
niveles de parasitos medidos mediante esta técnica (200)(153)(55). Todavia no se sabe
cada cuanto tiempo deberian realizarse estas pruebas ni qué niveles estan claramente
asociados a una recaida.

En nuestra cohorte, encontramos 3 pacientes con PCR positiva, de los cuales dos
eran los pacientes que habian recaido. El tercer paciente estaba asintomaético, pero
curiosamente, presentaba una carga parasitaria mucho mayor que la del resto de pacientes
que habian presentado recaidas clinicas.  Todos ellos presentaron un test de
linfoproliferacion para SLA negativo. Ambos resultados (la PCR y el test de SLA) no
presentaron ninguna variacion a lo largo del estudio con periodos de seguimiento de entre
55 y 115 semanas. Este hecho refuerza nuestra teoria, y demuestra una relacion
consistente entre los resultados de positividad de PCR y la negatividad de test de

linfoproliferacion a SLA. Es posible que estas dos técnicas puedan ser utilizadas de manera

201



complementaria en el seguimiento de pacientes coinfectados tras la retirada de la profilaxis
secundaria.

En definitiva, la utilizacion de esta técnica permitiria retirar la profilaxis en
aquellos pacientes con < 200 CD4+ de manera segura y disminuiria la administracion de
tratamiento que tienen muchos efectos secundarios, que son caros, y que han demostrado

ser insuficientes para prevenir recaidas.

6.1 Propuesta de sequimiento de pacientes VIH basado en test SLA

Después de observar la evolucion de los pacientes, y nuestras experiencias, nuestra

propuesta de manejo y seguimiento seria el siguiente.

Tras el diagndstico de una leishmaniasis visceral, el paciente seria tratado con el
esquema habitual recomendado para estos pacientes, de 30-40mg de anfotericina B
liposomal como recomienda la OMS (198).

Tras finalizar el tratamiento se valorara si el paciente estd clinicamente
asintomatico, y se realiza un test analitico que incluya PCR para Leishmania en sangre y
un test de linfoproliferacion a SLA. Si la PCR es negativa y el SLA es positivo, el paciente
se considera en bajo riesgo de recaida y NO SERIA PRECISO realizar profilaxis mensual,
siempre que el paciente realice un TARGA adecuado que consiga control virolégico.

Estos test serian repetidos cada 3 meses durante al menos un afio, que es el periodo
de mayor riesgo de recaida. Si en los sucesivos test el SLA se mantuviera positivo y la
PCR negativa, el paciente podria considerarse curado. En caso contrario, el riesgo de
recaida seria alto y habria que valorar retratamiento en funcién de sintomas clinicos.

Si tras el tratamiento, el test SLA fuera negativo, la recomendacién seria iniciar
profilaxis mensual y mantenerla hasta que este test se positivizara, realizando el test cada 3

meses. En mi opinidn, el paciente de mayor dificultad es aquel paciente asintomatico con
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SLA negativa y PCR negativa, en el que podria ser de utilidad valorar otros test

inmunoldgicos que ayudaran a predecir el riesgo de recidiva.

6.2 Comparacion de la respuesta linfoproliferativa tras estimulaciéon con antigeno de
leishmania ( SLA) entre los diferentes grupos.

Cuando comparamos las respuestas celulares entre los diferentes grupos, podemos

comprobar que existen diferencias interesantes.

Se puede ver en las figuras del apartado de resultados (Figuras 28 y 29), que cuando
se compara el indice de estimulacién (SI) entre los grupos de pacientes curados y pacientes
enfermos de todos los grupos juntos (excluyendo la forma ganglionar), se pude ver que hay
una clara diferencia entre los pacientes curados que presentan Sl entre 4,00 y 7,00 y los

pacientes enfermos, cuyos Sl no llegan a 2,00.

Cuando se divide por grupos, podemos observar que los niveles medios del indice

de estimulacién son diferentes (Figuras 28 y 29).

En el grupo de pacientes inmunocompetentes, la media del Sl antes del tratamiento
es de 1,5 (IC 95% 1,17- 1,8), frente al 0,97 ( IC 95% 0,8- 1,1) de los pacientes VIH y un
2,3 (IC 95% 0,5- 4,0) de los pacientes bajo tratamiento inmunosupresor. Estas diferencias
no llegaron a ser estadisticamente significativas, aunque claramente muestran una
tendencia (p= 0.08). Esto es debido, probablemente, al nimero bajo de muestras para SLA
en el grupo de pacientes VIH enfermos, ya que estas pruebas se comenzaron a realizar
cuando en algunos casos los pacientes ya estaban en tratamiento, y esto limita la cantidad
de test de realizados en pacientes VIH en el momento de enfermar previo al tratamiento.
No obstante, los resultados que tenemos son muy consistentes. En pacientes bajo
tratamiento inmunosupresor, la respuesta linfoproliferativa es mucho mas variable, y su

comportamiento es menos predecible. Esto probablemente se deba a que las propias
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enfermedades que requieren tratamiento con inmunosupresores son de caracter
autoinmune, lo que explica que en muchas ocasiones veamos valores de linfoproliferacion

incluso maés altos que en pacientes inmunocompetentes.

Cuando comparamos estos valores con los valores tras el tratamiento, se puede
observar un aumento de la linfoproliferacibn muy importante, con valores que incluso
duplican los resultados previos al tratamiento. En pacientes inmunocompetentes tenemos
una media de 4,7 (IC 95% 3,9-5,6), en pacientes VIH una media de 7,0 (IC 95% 4,5-9,5) y
en pacientes bajo tratamiento inmunosupresor, unos valores parecidos a los pacientes

inmunocompetentes, con media de 4.8 ( IC 95% 3,7-5,8).

Especialmente interesante resulta el caso de la linfoproliferacion espectacular de los
pacientes VIH. Para este hecho, no tenemos una respuesta clara. Podria tratarse de una
sobrerreaccion del sistema inmune una vez controlada la infeccion, o podria indicar que en
estos pacientes persisten parasitos que precisan de esa reaccién inmune para mantener
controlada la infeccion, lo que implicaria a su vez, que los pacientes VIH no llegan a
curarse, si no que mantienen a los parasitos controlados. Seria un paradigma similar a la

tuberculosis.
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7. Factores de riesgo para la exposicion a L. infantum durante el brote

Uno de los aspectos que nos interesaba mucho estudiar durante este brote, era

comprobar si existian factores de riesgo para la exposicién al parasito durante este brote.

Analizamos multiples variables ligadas a las caracteristicas de los pacientes que
como era de esperar no salieron relacionadas. Cuando se miden los factores de riesgo para
estar expuesto al parasito, lo l6gico es que sean variables ambientales, como el tipo de casa,

los habitos de los pacientes, que nosotros no tuvimos la posibilidad de estudiar.

Un valor que salié estadisticamente significativo (p=0.046) fue el nadir de CD4*
durante el brote. Los pacientes NO expuestos, presentaron una media de nadir de CD4" de
267 cels/ul, frente a una media de 193 cels/ul de los pacientes que estuvieron expuestos.
Esta diferencia es dificil de explicar, dado que la exposicion depende mas de factores ligados
a estar en la presencia del flebotomo y de ser picado, que en principio de caracteristicas
propias de la inmunologia de los diferentes individuos. Es posible que esto refleje las
dificultades para encontrar un test valido que defina exposicion. Los pacientes asintomaticos
con mejor inmunidad, como ocurre con los pacientes con leishmaniasis cutanea, seria menos
probable que desarrollaran respuesta sistémica (SLA positivo) ya que eliminarian el parasito
en piel. Como ya comentamos, es probable que nuestros resultados de la exposicion estén
infraestimados, ya que las técnicas de las que disponemos, siendo las mejores posibles, no

detecten a todos los expuestos.

Cuando se acude a la literatura para comprobar cudles son los factores ligados a una
mayor transmision/ exposicion frente a leishmania, nos encontramos con un conjunto de
condiciones que o bien afectan al medio en el que habitan los pacientes, o son factores

asociados a la vulnerabilidad de la poblacion (que a su vez puede estar intimamente ligado al
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punto previo) o ligadas al aumento del vector (216) en una zona determinada.

Evidentemente, en el brote acontecido en Fuenlabrada, se dan las condiciones
idoneas para un brote: se objetiva un aumento del vector (flebotomo), existe un alto nimero
de animales que actGan como reservorio, que en este caso son las liebres (ademas en

ausencia de depredadores) y la cercania de un ndcleo importante de poblacion.

Casi todos los estudios hablan de dos factores que estan favoreciendo mucho el
aumento de casos de leishmaniasis, y su extensién a zonas donde previamente no existia

leishmania; el cambio climético y los cambios demogréaficos y urbanisticos.

El cambio climético se ha ligado a este fendmeno, ya que el aumento de temperatura,
permite en este caso, que los flebotomos puedan sobrevivir mas al norte de Europa en
latitudes y altitudes mas altas (se han encontrado hasta en Alemania) y puedan picar durante
mas meses al afio, cambiando su habito. Incluso hay hipotesis que sugieren que si persiste un
aumento progresivo de la temperatura y aumento de la desertizacion, podrian desaparecer los
casos de la cuenca mediterranea y desplazarse de manera endémica méas al norte de

Europa(217)(218).

Los cambios ligados a la migracion de personas, deforestacion y generacion de
grandes nuacleos de poblacién cerca de zonas con alta cantidad de flebotomos ha sido
estudiada mucho en otros paises(219)(110). En nuestro caso, estaria mas ligado a los nuevos
modelos de desarrollo urbanistico con viviendas unifamiliares con jardin, y un aumento de la
tenencia de perros en estas zonas, permitiendo que en los jardines (zonas idoneas para el
desarrollo de flebotomos) estos se desarrollen estando ademas en contacto con los

reservorios.

En nuestro caso, dadas las caracteristicas de nuestro estudio, la Unica variable ligada

a una mayor exposicion que hemos podido medir, fue la distancia de los domicilios a la zona
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del parque. La distancia al parque salié estadisticamente significativa (p=0.017). Los
pacientes expuestos viven una media de 650 metros mas cerca del parque que aquellos no
expuestos. Esto supone que en las viviendas mas cercanas al parque, los domicilios pueden
presentar una alta densidad de flebotomos en comparacién con las viviendas mas lejanas.
Los flebotomos, anidan en zonas humedas, y muy cerca de madrigueras y zonas donde
habitan roedores, pudiendo también ser encontradas en las habitaciones de las casas (220) y
caracteristicamente los adultos vuelan distancias muy pequefias, de unos 300 m (221),
aunque se ha llegado a comprobar que pueden realizar distancias de unos 2000 m en

situaciones extremas.

Por lo tanto, no es de extrafar que las personas que viven a unos 600-900 m del
parque hayan estado mas expuestas. Al vivir mas cerca, no hace falta que el paciente
presente un habito de ir a pasear al parque, basta con vivir lo suficientemente cerca para que
los flebotomos lleguen a las casas. Durante los estudios epidemiologicos que se han
realizado estos afios durante el brote, se han colocado trampas en los domicilios cercanos al
parque, y durante la noche se han recolectado flebotomos en varias casas, lo que confirma

esta cercania.

Una diferencia Ilamativa que hemos descubierto durante nuestro estudio, es que los
pacientes de etnia negra (de origen africano) viven mas cerca que el resto de pacientes.
Viven a una media de 653 metros del parque, frente a una media de 1671 metros del resto de
pacientes expuestos. Este hecho podria explicar por qué existe una sobrerrepresentacion de
estos pacientes entre los enfermos, pero no el hecho de que no presenten leishmaniasis

cutanea ni ganglionar.
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8. Factores de riesgo para el desarrollo de enfermedad durante el brote

En el estudio de los factores de riesgo para desarrollar la enfermedad, no interesaba
comparar qué factores hacian que pacientes expuestos no desarrollaran la enfermedad, y

otros si. No se encontraron diferencias en cuanto a la edad o el sexo.

En la hipdtesis inicial, interesaba estudiar, sobre todo, aquellas patologias
concomitantes que pudieran suponer una inmunosupresion afiadida al VIH, como por
ejemplo las coinfecciones con hepatitis B y C, la presencia de diabetes, la existencia de un

proceso oncoldgico de base, la presencia de una insuficiencia renal crénica, etc.

En el andlisis realizado, no se encontrd que estas condiciones tuvieran una influencia
a la hora de desarrollar la enfermedad, pero al realizar el analisis multivariante, encontramos
que existia un cierto peso de padecer cirrosis con OR calculado de 8.34 (IC 95% 0,87-
81,19) P=0,066. Si bien no alcanza la significacion estadistica, si evidencia cierta tendencia,
y concuerda con la impresién de nuestra experiencia clinica, donde un nimero importante de
nuestros pacientes, sobre todo entre los que han fallecido al inicio del brote, presentaban

cirrosis.

Evidentemente el hecho de presentar una leishmaniasis visceral padeciendo de base
una cirrosis, causa en un alto nimero de casos una descompensacion de esta patologia con la
morbimortalidad que esto conlleva (222). No existen muchos estudios que hayan indagado
en si la cirrosis es un factor de riesgo para la adquisicion de leishmaniasis visceral, pero se
puede lanzar la hipotesis de que la esplenomegalia tipica de la hipertension portal podria
hacer mas facil la supervivencia de Leishmania en este grupo de pacientes, ya que es el bazo

el 6rgano donde L. infantum resulta mas dificil de erradicar, y especialmente en bazos de
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gran tamafio la carga parasitaria seria mayor. En un articulo de Pagliano et al. (222) se
estudia la leishmaniasis visceral como causa de descompensacion en pacientes cirroticos, y
aunque el estudio no presentaba un disefio inicial para comprobar si la cirrosis es un factor
de riesgo para desarrollar leishmaniasis visceral, realizan una extrapolacion segun la
poblacién anual de cirrosis en su area, estimando una incidencia de leishmaniasis visceral en
pacientes cirroticos de entre 0.5-1/ 10,000 hab. lo que equivaldria a una incidencia unas 8-17
veces mas alta que la de la poblacion adulta del area (0.06/10,000 hab.) con una
P<0.001(222). Evidentemente hay que interpretar estos resultados en el contexto de las
limitaciones del disefio del estudio y ser prudentes, pero pareceria interesante que esto se

investigara en futuros estudios.

En cuanto a la situacion del propio VIH, nos sorprendié que no parece influir la
adherencia al TARGA, la linea del tratamiento ni que exista historia de resistencias. Estos
datos contrastan con algunos resultados de la literatura, si bien, se trata de articulos de hace
10-15 afios, donde la poblacién era muy diferente, con un mayor porcentaje de personas
ADVP, con poblacion exclusivamente blanca y con una menor tasa de pacientes en

tratamiento con TARGA (223)(224).

No se encontraron diferencias entre los niveles de CD4" actuales entre los dos
grupos, pero si se encontraron diferencias estadisticamente significativas (P= 0.015) ,
encontrando que los pacientes que habian presentado niveles < 100 CD4* durante el brote,
presentaban un riesgo 8 veces mayor de desarrollar leishmaniasis visceral, es decir, de
enfermar, que aquellos que no presentaron niveles tan bajos. Se confirma este dato,
comprobando que la media del nadir de CD4" durante el brote que presentaron los pacientes
que no desarrollaron enfermedad fue de 224 cells/ul frente a un nadir medio de 110,9 en los

pacientes que si desarrollaron enfermedad (ANOVA P= 0.043).
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Este hallazgo concuerda con la literatura comentada ampliamente durante el resto de
la tesis, quizas sea interesante matizar que los niveles que nosotros hemos encontrado, son
mas bajos que aquellos que normalmente se manejan en otros estudios, encontrando que
niveles de entre 200-250 cells/ ul parecen suficientes para disminuir el riesgo de desarrollar

enfermedad.

El otro parametro que mostr6 influencia a la hora de aumentar el riesgo de presentar
enfermedad fue presentar una respuesta linfoproliferativa negativa con un indice de
estimulacion (SI) frente a SLA menor de 1.88. La media del Sl en pacientes que no han
desarrollado enfermedad (incluyendo aqui las muestras extraidas a pacientes curados) es de
5.6, frente a una media de 0.93 en aquellos pacientes que han enfermado o siguen en

profilaxis.

En este punto hay que aclarar, que el principal problema que tenemos a la hora de
medir y analizar la respuesta celular, es que los parametros de linfoproliferacion varian a lo
largo del tiempo. Como ya hemos comentado previamente, un paciente presenta un episodio
de leishmaniasis visceral (segin nuestra hipétesis porque no presenta una respuesta celular
positiva que le permita desarrollar una buena respuesta inmunoldgica) , presentando antes
del tratamiento, en ese momento, una mala respuesta linfoproliferativa, siendo incapaz de
estimular a sus linfocitos T CD4* y desarrollar una respuesta Thl adecuada. Tras el
tratamiento, el paciente mejora su situacion inmunoldgica, desarrollando una respuesta
celular linfoproliferativa adecuada pudiendo desarrollar (a pesar de un numero bajo de
CDA4™) una buena respuesta Thl que sea protectora. El problema al que nos enfrentamos en
este estudio fue que hubo algunos pacientes a los que cuando se les realizaron los analisis, ya

estaban curados y con buena respuesta celular, y por lo tanto tenemos menos muestras del
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momento de enfermedad, lo que limita el poder estadistico de nuestras conclusiones, sobre

todo en el andlisis multivariante.

No obstante, la diferencia es estadisticamente significativa (p<0.001) y supone un
riesgo casi cuatro veces mayor de desarrollar la enfermedad si tenemos una respuesta
celular linfoproliferativa, medida mediante indice de estimulacion frente a SLA negativa (

menor de 1.88).

Se ha realizado un estudio similar en pacientes trasplantados (6rgano sélido) que han
desarrollado leishmaniasis visceral, del area de Fuenlabrada y en seguimiento en el Hospital
12 de Octubre, realizando estas mismas pruebas inmunoldgicas, y con resultados que
refuerzan nuestra hipotesis (167). Evidentemente, existen diferencias, ya que los pacientes
bajo tratamiento inmunosupresor para trasplantes presentan un tipo de inmunosupresion
diferente. Aun asi, sus resultados confirman una proporcion parecida de pacientes expuestos
que no han desarrollado la enfermedad (21,05%) y de todos los pacientes que estudiaron,
dos de ellos no consiguieron desarrollar una respuesta linfoproliferativa positiva, y los dos
presentaron recaidas tempranas (unos dias después y 4 meses después de los analisis), lo que

refuerza de manera importante nuestra hipétesis.

En el anélisis multivariado, se encontré que las variables relacionadas con el hecho
de desarrollar enfermedad fueron el presentar menos de 100 CD4" durante el brote y

presentar respuesta celular linfoproliferativa frente a SLA negativa (P=0,001).
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CONCLUSIONES

1. En la actualidad estd teniendo lugar un brote en los municipios del suroeste de la
Comunidad de Madrid que llama la atencidn por haberse descubierto un nuevo reservorio; la
liebre, y por tratarse de una cepa que parece mas virulenta de lo habitual ( L. infantum ITS

Lombardi).

2. El brote presenta grandes dimensiones y supone un gran riesgo para poblaciones
susceptibles (pacientes VIH, pacientes en tratamiento inmunosupresor, trasplantados, etc).
En nuestro estudio la prevalencia de exposicion entre los pacientes asintomaticos de nuestra
cohorte VIH ha sido del 15.4%, y la prevalencia estimada de exposicion de la poblacion VIH

estaria entre 17-17.5%.

3. La tasa de incidencia (TI) estimada de leishmaniasis visceral en nuestra cohorte VIH de
Fuenlabrada ha sido de 305.0 por 100000 pacientes-afio desde el 1 de Enero de 2005 a 31 de
mayo de 2009, fecha de inicio del brote, y de 413.4 casos por 100000 pacientes-afo desde el

1 de Junio de 2009 hasta el fin del estudio el 31 de diciembre de 2015.

4. La leishmaniasis cutanea en los pacientes coinfectados de nuestra cohorte, no difiere de la
presentada en la poblacion Inmunocompetente; presentando clinica localizada, muy buena

evolucion clinica y ninguna recaida tras tratamiento.

5. El cuadro de leishmaniasis visceral en nuestra cohorte, se produce en un escenario
diferente, con una poblacién con menos cantidad de transmision por via parenteral y en una

poblacion con alto porcentaje de poblacion inmigrante. Los pacientes presentan de manera
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general una buena adherencia al TARGA, y una situacién de aceptable control del VIH. La
leishmaniasis visceral en estos pacientes se ha presentado con menos fiebre, menos
esplenomegalia y menor elevacion de reactantes de fase aguda (PCR, ferritina y velocidad

de sedimentacion).

6. A nivel del diagndstico, las técnicas parasitologicas siguen siendo el Gold standard, pero
el dipstick rK39 presenta un valor predictivo positivo que en nuestra serie fue del 100%, lo
gue en caso necesario permitiria acortar el tiempo hasta el comienzo del tratamiento y evitar,
en lugares de alta endemicidad, la realizacion de técnicas invasivas y dolorosas. Por otro
lado, IFAT o ELISA negativos virtualmente descartan leishmaniasis visceral en pacientes
VIH. Estos resultados no difieren de los pacientes inmunocompetentes a diferencia de los

descrito hasta ahora en la literatura.

7. Nuestra propuesta de estrategia diagndstica para la leishmaniasis visceral de los pacientes
VIH, ante la presencia de un cuadro clinico compatible, se basaria inicialmente en un test
rapido rK39. Si es positivo, podriamos comenzar tratamiento si el paciente esta inestable. Si
el test rK39 es negativo, y el ELISA o el IFAT son negativos, virtualmente se descarta
leishmaniasis visceral. Si la serologia convencional (ELISA/IFAT) es positiva, y dado que el
ELISA puede dar falsos positivos en nuestra experiencia, se deberia solicitar PCR en sangre
y/o aspirado de médula 6sea para visualizacion y PCR para confirmar el diagnostico, en
funcién de disponibilidad. También y dado que es una técnica mas invasiva, se puede
reservar el aspirado de médula para aquellos pacientes con alta sospecha clinica, ELISA

positivo y PCR en sangre negativa.

8. El tratamiento para la coinfeccion Leishmania/ VIH ha de realizarse como primera opcion
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con anfotericina B liposomal a dosis de 30-40mg/Kg. El no completar el tratamiento,

favorece la no curacion y la aparicion de recaidas.

9. El presentar una respuesta linfoproliferativa POSITIVA frente a antigeno soluble de
leishmania (SLA), presupondria el desarrollo de una respuesta inmune eficaz frente a
L.infantum, y podria conllevar la retirada de la profilaxis secundaria, incluso en pacientes

con menos de 200 CD4", de manera segura.

10. En los pacientes que presenten un respuesta linfoproliferativa NEGATIVA frente a
antigeno soluble de leishmania (SLA), ha de mantenerse profilaxis mensual, y realizarse

seguimiento estrecho a nivel clinico, ya que presentan alto riesgo de recidiva.

11. A la luz de nuestros resultados, la propuesta de manejo de los pacientes VIH que

enferman de leishmaniasis visceral seria realizar el tratamiento propuesto en el punto 8.

Una vez finalizado el tratamiento, realizar en sangre una determinaciéon de PCR para

Leishmania y un test de linfoproliferacion a SLA.

e Sila PCR es negativa y el SLA es positivo, el paciente se considera en bajo riesgo de
recaida y NO SERIA PRECISO realizar profilaxis mensual, siempre que el paciente
realice un TARGA adecuado y que consiga un buen control virolégico.

o Estos test serian repetidos cada 3 meses durante al menos un afio, que es el periodo
de mayor riesgo de recaida. Si en los sucesivos test el SLA se mantiene positivo y
la PCR negativa, el paciente podemos considerarlo curado al afio de seguimiento. Si
en algin momento el SLA se negativiza, el riesgo de recaida es alto y habria que

valorar retratamiento en funcién de sintomas clinicos.
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e Si tras el tratamiento, el test SLA es negativo, la recomendacion seria iniciar profilaxis
mensual y mantenerla hasta que este test se positivizara, realizando el test cada 3 meses

de forma indefinida.

12. La proximidad de la vivienda a la zona donde habitan los vectores y los reservorios, en
este caso el parque de Bosquesur, supone un mayor riesgo de exposicion a leishmania.

Cuanto maés cerca se habita, mayor es el riesgo de exposicion.

13. El hecho de presentar menos de 100 CD4" o respuesta linfoproliferativa negativa frente

a SLA, en una zona de alta endemia o de brote como es el caso de Fuenlabrada, supone

un alto riesgo de desarrollar leishmaniasis visceral.
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ANEXO I: Test de homogeneidad de muestra seleccionada para estudio de
test parasitologicos y de respuesta inmune

Las caracteristicas clinicas y epidemioldgicas de la cohorte total de pacientes VIH y
de la muestra seleccionada para realizacion de los test se encuentran resumidas en la Tabla
1. Podemos destacar que hay predominio de varones, la edad al diagnostico es de 32 afios, y

casi un 30% de pacientes de origen africano.

En la tabla siguiente se observa las comparacion de las caracteristicas de la muestras

del estudio versus poblacién total VIH en seguimiento en el Hospital de Fuenlabrada.

Poblacion Nuestra muestra
general VIH p
(n= 295) (n=135)
Sexo Varones 194 Varones 97 0.2
(65,9 %) (71,9%) :
Edad media al diagndstico (media + SD) 32,7+10,4 33,9+ 11,5 NS
Adherencia mala al tratamiento 28,8 % 29,3 % 0,9
VHB activa 7,3 % 6,7 % 0,8
VHC 325% 27,9 % 0,3
Diabetes 4,3 % 2,9 % 0.6
Origen africano 27,6 % 24,4% 0,5
Ultima carga viral >50 (carga viral 18.6 % 12.8% 0.2
detectable)
Nadir de CD4 menos de 100 65 (26,4%) 52 (42,6%) 0.01
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No existen diferencias significativas entre los grupos por lo que podemos considerar

nuestra muestra de pacientes con test realizados representativa de la cohorte global.

Se compararon también otras variables analizadas que no se muestran en la Tabla. El
porcentaje de pacientes con resistencias a los antirretrovirales fue un 12,1 % de pacientes
con resistencias primarias en la muestra global versus un 13,9% en nuestra muestra de 135
pacientes, diferencias que no fueron estadisticamente significativas (p 0,8). En la
distribucion por subtipos de VIH predomina el subtipo B con un 65% de los pacientes,
tampoco se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre ambos grupos. Este

subtipo viene seguido con casos aislados, de los subtipos CRF02_AG y el subtipo A.

Con respecto al tratamiento y el nimero de lineas de tratamiento que el paciente ha
realizado, no existen tampoco diferencias estadisticamente significativas entre ambos

grupos, Yy su distribucion se puede observar en los siguientes dos graficos.
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Tipo de tratamiento antirretroviral en la poblacion VIH global versus la muestra del estudio.

Linea de tratamiento en la que estan los pacientes en la poblacién VIH global versus la

muestra del estudio.
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Anexo Il. Consentimiento informado para participar en el estudio de
investigacion

ESTUDIO SOBRE EL IMPACTO DEL BROTE DE LEISHMANIASIS DEL SUROESTE
DE MADRID EN LA POBLACION INMUNOSUPRIMIDA
Estudio sobre poblacion con infeccion cronica por VIH

Investigador Principal del Hospital de Fuenlabrada: Dr. Juan V. San Martin Lépez.
Co-investigador(es) del Hospital de Fuenlabrada: Dra. Alicia Castro Gordon

En el Hospital Universitario de Fuenlabrada, igual que en la mayoria de hospitales,
ademas de la asistencia a los pacientes, se realiza investigacion biomédica. La finalidad de
esta investigacion es progresar en el conocimiento de las enfermedades y en su
prevencion, diagndstico, prondstico y tratamiento. Esta investigacion biomédica requiere
recoger datos clinicos y muestras biolégicas de pacientes y donantes sanos para
analizarlos y obtener conclusiones con el objetivo de conocer mejor las enfermedades y
avanzar su diagndstico y/o tratamiento.

Este documento tiene por objeto ofrecerle informacién sobre un estudio de
investigacion en el que se le invita a participar. Este estudio se estd en el hospital de
Fuenlabrada y fue aprobado por el Comité Etico de Investigacién Clinica de dicho hospital.

Solicitamos su autorizacidn para la participacion en este estudio y para incorporar al
Biobanco del hospital el material bioldgico sobrante de las pruebas que se le realicen
durante el mismo en este centro, con el fin de que puedan ser utilizadas en investigacién
biomédica

La participacidn en este estudio es completamente voluntaria. Vd. puede decidir no
participar, o, si acepta hacerlo, cambiar de parecer retirando el consentimiento en
cualquier momento sin obligacién de dar explicaciones. Le aseguramos que esta decisidon
no afectara a la relaciéon con su médico ni a la asistencia sanitaria a la que Vd. tiene
derecho.

Siguiendo lo establecido por la Ley 14/2007, de Investigacion Biomédica, la Ley
Organica 15/1999, de Proteccidn de Datos Personales, y sus normas de desarrollo, le
solicitamos que lea detenidamente este documento de informacién y el consentimiento
informado que se le adjunta al final para su firma, si estda de acuerdo en participar en esta
propuesta.

¢Cual es el propdsito del estudio?

Recientemente se ha detectado un brote de una enfermedad infecciosa llamada
Leishmaniasis en la ciudad de Fuenlabrada. La Leishmaniasis se adquiere por la picadura de
un mosquito que inocula un parasito (la Leishmania) en la sangre del ser humano. Tiene
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varias presentaciones clinicas, desde la forma cutanea hasta la visceral, que es la mas grave
y puede suponer una situacion de riesgo vital. Se trata de una enfermedad rara sobre la
gue existe poca informacion por su poca frecuencia.

Este brote endémico es una oportunidad para un mejor estudio de esta enfermedad
y valorar la necesidad de la prevencidon en pacientes de alto riesgo de padecer la
enfermedad, como los pacientes infectados por el virus de la inmunodeficiencia humana
(VIH).

El fin de este estudio es intentar estimar la prevalencia de infeccion por Leishmania
durante un brote epidémico y su evolucién en pacientes infectados de VIH. Ademas nos
permitird conocer distintos pardametros en sangre involucrados en la respuesta inmune a la
infeccion para conocer mejor los factores predisponentes al desarrollo de la enfermedad.
Este estudio representard la mayor recopilacion de datos sobre esta enfermedad en
pacientes y proporcionara datos sobre la presentacion clinica, exdmenes diagndsticos y
respuesta inmune contra la Leishmania de valor incalculable.

éPor qué me ofrecen participar a mi?

Vd. estd invitado a participar porque su condicion de paciente VIH le confiere
especial susceptibilidad a poder padecer dicha enfermedad, por lo que consideramos de
especial interés, caracterizar la evolucidn de dicha enfermedad,

¢En qué consiste mi participacion?

Si usted decide tomar parte en este estudio, éste no supondra ninguna molestia
adicional, ya que se incorporard en su analitica de control en el seguimiento que se realiza
cada tres meses en la consulta.

¢Cuales son los riesgos y molestias?

*Extraccion de sangre: sacar sangre es incomodo y puede resultar doloroso, puede
tener algunas complicaciones, como la aparicién de un hematoma en la zona de puncién
gue puede tardar unos dias en desaparecer y mas raramente complicarse con una infeccién
local llamada flebitis.

¢Obtendré algun beneficio por participar?

No se espera que Vd. obtenga beneficio directo por participar en el estudio. La
investigacion pretende descubrir aspectos desconocidos o poco claros sobre la
leishmaniasis. En el futuro, es posible que estos descubrimientos sean de utilidad para
conocer mejor las enfermedades y quizas puedan beneficiar a personas como Vd., pero no
se prevén aplicaciones inmediatas de ellos.

¢Recibiré la informacién que se obtenga del estudio?

Si Vd. lo desea, se le facilitara un resumen de los resultados del estudio.
También podra recibir los resultados de las pruebas que se le practiquen si asi lo solicita.
Estos resultados pueden no tener aplicacidn clinica ni una interpretacién clara, por lo que,
si quiere disponer de ellos, deberian ser comentados con el médico del estudio.

éSe publicaran los resultados de este estudio?
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Los resultados de este estudio seran remitidos a publicaciones cientificas para su
difusidn, pero no se transmitird ningun dato que pueda llevar a la identificacién de los
pacientes.

¢Como se protegera la confidencialidad de mis datos?

El tratamiento, comunicacién y cesidn de sus datos se hard conforme a lo dispuesto
por la Ley Organica 15/1999, de 13 de diciembre, de proteccidon de datos de caracter
personal. En todo momento, Vd. podrd acceder a sus datos, corregirlos o cancelarlos.

Sélo el equipo investigador y las autoridades sanitarias, que tienen deber de
guardar la confidencialidad, tendrdn acceso a todos los datos recogidos por el estudio. Se
podrd transmitir a terceros la informacién que no pueda ser identificada. En el caso de que
alguna informacién sea transmitida a otros paises, se realizard con un nivel de proteccion
de los datos equivalente, como minimo, al exigido por la normativa de nuestro pais.

¢Qué ocurrird con las muestras obtenidas?

Las muestras se extraeran en el Hospital de Fuenlabrada y serdn codificadas. Esto
quiere decir que poseen un cédigo que se puede relacionar, mediante una informacion,
con la identificaciéon del donante. Esta informacion esta a cargo del investigador principal y
sélo pueden acceder a ella los miembros del equipo investigador y las autoridades
sanitarias en el ejercicio de sus funciones.

Una parte de las muestra (10cc) serd enviada a la Unidad de Leishmaniasis del
Centro Nacional de Microbiologia (Instituto de Salud Carlos Ill) donde se realizardn los
estudios parasitoldgicos e inmunolégicos pertinentes.

Si Vd. accede, el sobrante de las muestras (5cc) seran conservadas en el Biobanco
del Hospital de Fuenlabrada, para uso en futuros estudios de investigacion relacionados
con el presente. Estos estudios deberdn ser aprobados por un Comité de Etica de la
Investigacion oficialmente acreditado para su realizacion.

El responsable de la custodia de las muestras enviadas al Centro Nacional de
Microbiologia es el Dr. Francisco Javier Moreno Nuncio, jefe de la Unidad de Leishmaniasis
de dicho centro. El responsable de las muestras conservadas en el Biobanco del Hospital de
Fuenlabrada es el Dr. Angel Castafio Pascual, Director de dicho Biobanco.

¢Existen intereses econdmicos en este estudio?
Vd. no serd retribuido por participar.
Los investigadores no recibiran dinero por participar en el estudio.

¢Quién me puede dar mas informacion?

Para mas informacién puede contactar con el Dr. San Martin, Investigadora Principal del
Hospital de Fuenlabrada, o con los co-investigadores (Dra. Castro Gordon) en el teléfono
916006186.

Le agradecemos su desinteresada colaboracion con el avance de la ciencia y la medicina.
De esta forma esta usted colaborando a vencer las enfermedades y ayudar a multitud de
enfermos actuales y futuros

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Titulo del Estudio de Investigacion:
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ESTUDIO SOBRE EL IMPACTO DEL BROTE DE LEISHMANIASIS DEL SUROESTE
DE MADRID EN LA POBLACION INMUNOSUPRIMIDA
Estudio sobre poblacion con infeccion cronica por VIH

Investigador Principal del Hospital de Fuenlabrada: Dr. San Martin Tfno. 916006186

Co-investigador(es):Dra. Castro, Dr. Horrillo, Dra. Matia Tfno. 916006186

Nombre y apellidos del
[ L [oiT o I=] 4 TSP P R PP PP PP PRPRPRPPPRPON DNLcooiireriieereeene
Edad....cooevviiiiiene

Persona del centro que informa
...................................................................................................................... 5] \V] PR

Si ha comprendido la informacién que se le ha proporcionado, ha resuelto cualquier duda que pudiese tener
y decide colaborar con el Biobanco del Hospital Universitario de Fuenlabrada en los términos antes
explicados, por favor, leay firme a continuacion esta hoja.

El abajo firmante autoriza su participacién en el “ESTUDIO SOBRE EL IMPACTO DEL BROTE DE LEISHMANIASIS
DEL SUROESTE DE MADRID EN LA POBLACION INMUNOSUPRIMIDA. Estudio sobre poblacidn con infeccidn
cronica por VIH”. Ademds autoriza al Hospital Universitario de Fuenlabrada a que el material bioldgico
sobrante de las pruebas que se le han realizado o se le van a realizar como parte del mismo sean
incorporadas en el Biobanco, y que sea cedido desde el mismo con la finalidad de llevar a cabo proyectos de
investigacion biomédica, siempre que éstos cuenten con la obligada aprobacién del Comité de Etica de
Investigacion competente. Esta autorizaciéon la concede tras haber sido informado verbalmente y haber
leido la informacién adjunta.

Confirmo que:

1. Autorizo mi participacion en el “ESTUDIO SOBRE EL IMPACTO DEL BROTE DE LEISHMANIASIS DEL SUROESTE
DE MADRID EN LA POBLACION INMUNOSUPRIMIDA. Estudio sobre poblacidn con infeccién crénica por VIH”
oSl oNO

2. Autorizo que el excedente de material bioldgico utilizado para pruebas diagndsticas y la informacién clinica
asociada se utilice para investigacion en los términos recogidos en el Documento de Informacién al Donante:
oSl o NO

3. Deseo que se me comunique la informacién derivada de la investigacion que realmente sea relevante y
aplicable para mi salud o la de mi familia o Sl o NO Teléfono o E-mail de
CONLACTO. v

4. Autorizo a ser contactado en el caso de necesitar mas informacién o muestras bioldgicas adicionales
oSl oNO Teléfono o E-mail de contacto:.......cccevveeevverceene e

5. He expresado mi deseo de que se respeten las siguientes excepciones respecto al objetivo y métodos de
las investigaciones:
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PARTICIPANTE PERSONA QUE INFORMA

Firma Firma

246




