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ABL:

APs:

AR:

CE:

Cl:

CK:

CMBD:
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Food and Drug Administration
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Impacto de un brote de leishmaniasis en poblacién inmunosuprimida no VIH

1 INTRODUCCION

1.1 Leishmaniasis: Generalidades

1.1.1 Introduccidn, vectory reservorio

La leishmaniasis es una enfermedad infecciosa causada por algunas especies
patdégenas del protozoo Leishmania, distribuidas por diversas regiones del mundo. El término
leishmaniasis abarca un espectro de sindromes clinicos, dependiendo de la especie de

Leishmania implicada y de diversos factores del parasito y del huésped.

Se trata de una zoonosis que afecta a mamiferos salvajes o domésticos (perros y
roedores fundamentalmente), y su via principal de transmision es la picadura de las hembras
de mosquitos de los géneros Phlebotomus y Lutzomya. En zonas de endemia, la transmisién
puede ser también antropondtica siendo el humano el reservorio. Existen casos descritos de
transmision vertical, sexual, y por transfusion sanguinea (1-3). También se ha demostrado en
Espafia la transmisién por el uso compartido de jeringas contaminadas en usuarios de drogas

por via parenteral (4).

1.1.2 Ciclo

Leishmania spp. es un protozoo diploide con un ciclo vital dimérfico (Figura 1). El
mosquito tras su picadura ingiere macroéfagos infectados con amastigotes, que en el intestino
se transforman en promastigotes (forma flagelada), migran a la probdscide y son inoculados al
huésped durante la picadura. Son fagocitados por los macréfagos de la dermis y se
transforman en éstos en amastigotes, multiplicandose luego en las células del sistema
reticuloendotelial de varios tejidos. La patogenia de la enfermedad se explica en detalle mas

adelante.
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Figura 1: Ciclo vital de Leishmania spp.

Leishmaniasis
Leish 7 .
(Leishmania) spp Sandfly Stages Human Stages
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migrate to proboscis

into amastigotes inside
macrophages A

e
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(including macrophages) of

- various tissues A

Ingestion of
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Sandfly takes a blood meal
(ingests macrophages infected

A: Infective Stage with amastigotes)
A= Diagnostic Stage

Extraido de https://www.cdc.gov/parasites/leishmaniasis/biology.html (Consultado 1/2/2017)

1.1.3 Clasificacion

La clasificacidon taxondmica de las subespecies de Leishmania puede ser algo confusa y
estd en constante evolucién. Inicialmente basada en gran parte en datos clinicos vy
epidemioldgicos, ha ido cambiando en las ultimas décadas con la introduccion de nuevas
técnicas de tipificacion, y puede diferir ademas segln las zonas geograficas por los distintos
métodos utilizados en los laboratorios de referencia. En la Figura 2 se muestra una tabla con
los principales sindromes clinicos, las subespecies causantes de éstos y su distribucidon

geografica.


https://www.cdc.gov/parasites/leishmaniasis/biology.html
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Figura 2: Especies de Leishmania, sindromes clinicos principales y distribucién geografica.

TABLE 277-1 Leishmania

rasites, Major

mes, and

CLINICAL SYNDROMES

Visceral leishmaniasis (VL) (also known as
kala-azar): generalized involvement of
the reticuloendothelial system (spleen,
bone marrow, liver, lymph nodes)

Post—kala-azar dermal leishmaniasis

Old World cutaneous leishmaniasis:
single or limited number of skin
lesions

New World cutaneous leishmaniasis:
single or limited number of skin
lesions

Leishmaniasis recidivans
Diffuse cutaneous leishmaniasis

Disseminated leishmaniasis

American mucosal leishmaniasis

LEISHMANIA SPP.
Leishmania donovani causes classic VL in Asia

Leishmania infantum causes infantile VL in the Old
World. Leishmania chagasi/L. infantum causes VL
in the Americas

Leishmania donovanifL.infantum

Leishmania amazonensis is uncommon cause of
atypical VL in the Americas

Leishmania tropica is rarely associated with VL
syndrome, often atypical

L. donovani
L. donovani/L. infantum

Leishmania major (also known as moist or rural
oriental sore)

Leishmania tropica (also known as dry or urban
oriental sore)

Leishmania aethiopica

L. infantum/L. chagasi (rare)

L. donovanifL. infantum

Leishmania mexicana (chiclero’s ulcer)

L. amazonensis

Leishmania pifanoi

Leishmania garnhami

Leishmania venezuelensis

Leishmania (Viannia) braziliensis

Leishmania (V.) guyanensis (forest yaws or pian bois)
Leishmania (V) peruviana (uta)

Leishmania (V) panamensis

Leishmania (V.) colombiensis

L. infantum/L. chagasi
L. tropica

L. amazonensis
L. pifanoi

L. mexicana
Leishmania spp.

L. aethiopica

L. (V) braziliensis

L (V) amazonensis

L. (V) braziliensis (espundia)

Other Leishmania (V.) spp. (quyanensis, panamensis)
are rare

LOCATION

Major endemic/epidemic focus in Indian subcontinent (lowland Terai
region of southern Nepal, Bangladesh, Bihar province, and
surrounding areas in India)

Endemic/sporadic in China, Pakistan, Indian subcontinent

Middle East, Mediterranean littoral, Balkans, Central and
southwestern Asia, northern and western China, North and
sub-Saharan Africa, Latin America

East Africa: Ethiopia, Kenya, Somalia, Sudan, Uganda
Brazil (Bahia state)

Middle East, Saudi Arabia (U.S. troops), India, North Africa, Pakistan,
Mediterranean littoral, Central and western Asia

Indian subcontinent
East Africa: Ethiopia, Kenya, Somalia, Sudan, Uganda

Middle East, India, Pakistan, Africa, Central and western Asia,
northern and western China

Mediterranean littoral, Middle East, North Africa, India, Pakistan,
Central and western Asia

Ethiopian highlands, Kenya, Yemen

Middle East, Mediterranean littoral, Central Asia, northern and
western China, North and sub-Saharan Africa

East Africa: Ethiopia, Kenya, Somalia, Sudan, Uganda

Central and South America, Texas

Amazon Basin, neighboring areas, Bahia and other states of Brazil
Venezuela

Venezuela

Venezuela

Central and South America

Guyana, Surinam, northern Amazon Basin

Peru (western Andes)

Panama, Costa Rica, Colombia

Colombia and Panama

Central and South America

North Africa, Afghanistan, and Middle East

Amazon Basin, neighboring areas, Bahia and other states of Brazil
Venezuela

Central and South America, Texas

Dominican Republic

Ethiopian highlands, Kenya, Yemen

Brazil

Central and South America; most cases from Bolivia, Brazil, and Peru
Central and South America

Extraido de Mandell, Douglas, and Bennett’s principles and practice of infectious diseases. Vol 2, Eighth Ed.
Alan J. Magill. Leishmania Species: Visceral (Kala-Azar), Cutaneous, and Mucosal Leishmaniasis, copyright ©
(2015) by Saunders, an imprint of Elsevier, con autorizacion de Elsevier.

1.1.4 Epidemiologia

La leishmaniasis es endémica en 98 paises en regiones tropicales, subtropicales y

templadas, distribuyéndose en éstos de forma heterogénea (asi, por ejemplo, en 2017 el 94%

de los casos de leishmaniasis visceral (LV) se notificaron en siete paises: Brasil, Etiopia, India,

Kenia, Somalia, Sudan y Sudan del Sur).

En la Figura 3 se muestra la distribucién mundial

segun los datos de 2016 (forma visceral) y en la Figura 4 los datos de la forma cutanea.
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Se estima que en el mundo 350 millones de personas estan en riesgo de contraer la
enfermedad, y ocurren aproximadamente 1.3 millones de casos nuevos cada afio (de estos, un

millon son formas cutdneas) (5). Cursa ademas con brotes epidémicos relacionados con

situaciones de desnutricién, guerras o cambios medioambientales.

Se considera que esta infradeclarada como muchas otras enfermedades tropicales
(existen limitados medios de diagndstico, pocos sistemas de notificacion, posibilidad de
confundirla con otras enfermedades muy frecuentes...), y forma parte del grupo de las
Enfermedades Olvidadas (Neglected Tropical Diseases, NTD) de la Organizacion Mundial de la
Salud (OMS): enfermedades infecciosas que afectan a 1000 millones de personas en el mundo

y que ocurren fundamentalmente en paises empobrecidos, por lo que reciben escasa atencién

medidtica y pocos recursos.

Figura 3: Estado de endemicidad de la leishmaniasis visceral a nivel mundial, 2016

Number of new VL cases
reported, 2016

I >1000

B 500-999

B 100- 490 [ No autochthonous cases reported ’
" =3 <100 [ Nodata

o [] Notapplicable

Countries reporting

imported VL cases

Uganda - 58

France - 16

Turkey - 14

Nepal - 10

Ethiopia - 9

Brazil - 4

Georgia - 4

Greece - 2

Russian Federation - 2
Romania - 1

Extraido de http://www.who.int/leishmaniasis/en/ (consultado 13/12/2018)
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Figura 4: Estado de endemicidad de la leishmaniasis cutanea a nivel mundial, 2016.

Countries reporting
imported CL cases
Turkey - 1089
Brazil - 222
Jordan - 155
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O L
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8 ¢ e
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B 1000-4999
B 100. 999 [ No autochthonous cases reported .
B <00 [ No data /
Jo [ Not applicable

Extraido de http://www.who.int/leishmaniasis/en/ (consultado 13/12/2018)

La LV ha resurgido ademas en las Ultimas décadas en Europa como enfermedad

oportunista en pacientes VIH, trasplantados o con otras alteraciones de la inmunidad celular.

1.2 Leishmaniasis en nuestro medio

1.2.1 Epidemiologia

Menos del 2% de la carga de enfermedad de leishmaniasis en el mundo se da en la
region europea, si bien la OMS considera que en la mayoria de estos paises se encuentra
infraestimada o directamente indeterminada (6). Afecta fundamentalmente a la cuenca del
Mediterraneo (Figura 5). Espafia es uno de los paises con mayor incidencia de LV (suma junto
con ltalia, Albania y Georgia el 75% de los casos), mientras que la LC se da mayoritariamente

en paises del este de la region como Israel y Turquia.

11
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Figura 5: Paises endémicos (LV) en la regiéon europea (WHO)
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Extraido de Case management of the Leishmaniases in the WHO European Region, ISBN 978 92 89052 51 1 (2017).

En nuestro pais se considera hipoendémica en la mayor parte de la Peninsula y las Islas
Baleares, y esta producida por la especie Leishmania infantum, siendo su reservorio habitual el

perro y el vector el flebotomo.

La infeccién se da habitualmente en zonas rurales, pueblos de zonas de montafia y
dreas periurbanas. Al igual que en el resto de Europa, en los ultimos afios esta reemergiendo y

se estd extendiendo a zonas previamente no endémicas (7,8).

Durante las ultimas décadas, exceptuando los afios 90 en que hubo picos de incidencia
en relacién con el VIH, se declararon en nuestro pais una media de 100-120 casos anuales (9),
con una incidencia de 0.45 casos/100 000 habitantes. En la Comunidad de Madrid, al igual que
en el litoral mediterraneo, la incidencia es algo mayor con 12-25 casos anuales (0.5/100 000

habitantes y afio) en los primeros afios de este siglo. La tasa de mortalidad es 3.31% (5).

12
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En nuestro pais un tercio de los casos suceden en nifios menores de 9 afos, y otro

tercio en adultos con infeccién por el VIH (10).

Hay que tener en cuenta que la prevalencia real en Espafia no es conocida, dado que
no existe un programa de control nacional, y solo se considera Enfermedad de Declaracion
Obligatoria (EDO) en 12 de 17 comunidades auténomas. Varias revisiones retrospectivas
(10,11) han puesto ademas en duda la capacidad de la Red Nacional de Vigilancia
Epidemiolégica (RENAVE) para detectar todos los casos de enfermedad: Utilizando el CMBD
(Conjunto Minimo Basico de Datos, base de datos del Ministerio de Sanidad que incluye los
diagndsticos codificados de todos los ingresos hospitalarios a nivel nacional) se evidenciaron
aproximadamente el doble de ingresos por leishmaniasis visceral del nimero de casos
declarados en el mismo periodo. Se dieron ademds casos en todas las Comunidades,
incluyendo aquellas donde la enfermedad no se considera endémica y por tanto no es EDO. La

inmensa mayoria de los casos de leishmaniasis cutanea no se declara (5).

Las especies de flebotomo implicadas en la transmision de la enfermedad en Espafia
son Phlebotomus perniciosus y Phlebotomus ariasi. El primero se distribuye por toda la
Peninsula (salvo las comunidades cantabricas) y el archipiélago balear, y el segundo se
distribuye por el sur de Galicia y Castilla y Ledn, el cuadrante nordeste peninsular (incluyendo
la Comunidad de Madrid), el litoral mediterraneo, Mallorca, el norte de Andalucia y la

provincia de Badajoz (10).

El periodo de actividad de este insecto en el area Mediterrdnea abarca
aproximadamente desde mayo a octubre. Los huevos y larvas se desarrollan en microhabitat
himedos ricos en materia orgdnica, no en el agua. Su actividad es predominantemente
nocturna. No son capaces de volar distancias largas: vuelan a 1m/s (mucho menos que otros

mosquitos) y no pueden volar con viento mayor de esta velocidad, por lo que tienden a

13
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permanecer a poca distancia del suelo y cerca de sus criaderos (se calcula un radio de
dispersion de 2km maximo) (8). Unicamente las hembras tienen un aparato bucal
suficientemente desarrollado para perforar la piel (necesitan sangre para desarrollar los

huevos) y por tanto ser infectivas.

1.2.2 Formas clinicas

Existen dos grandes formas clinicas de presentacién en nuestro medio: la leishmaniasis

cutanea y la leishmaniasis visceral.

La leishmaniasis cutdnea (LC) se manifiesta habitualmente como lesiones

maculopapulosas Unicas o multiples, con una zona central costrosa, que aparecen en la zona
de la picadura del insecto, y que frecuentemente se resuelven de forma espontdnea tras

meses de evolucion.

La leishmaniasis visceral (LV) suele manifestarse tras un periodo de incubacion de

entre 10 dias y dos afios, siendo lo mas habitual entre 2 y 8 meses. Se presenta tipicamente de
forma subaguda con un cuadro de fiebre acompafiada de malestar general, pérdida de peso y
dolor en el hipocondrio izquierdo. Es frecuente el hallazgo de esplenomegalia y las alteraciones
analiticas tipicas son pancitopenia, hipergammaglobulinemia con hipoalbuminemia y elevacion

de reactantes de fase aguda.

Sin tratamiento la leishmaniasis visceral es habitualmente una enfermedad mortal. La
muerte suele deberse a sobreinfecciones (neumonia, sepsis, tuberculosis) o complicaciones

debidas a la anemia, malnutricion o hemorragias.

Existen también formas mucosas o mucocutaneas (LM, LMC), que afectan

generalmente a la cavidad nasal, oral, faringe o laringe. Estas son poco frecuentes en nuestro

medio y han sido descritas fundamentalmente en América, causadas por L. braziliensis,
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panamensis, guyanensis o amazonensis. Puede tratarse de lesiones ulcerativas o hipertroficas

y causan importante desfiguracién y alteracion funcional.

Los casos descritos por L. infantum (12) presentan algunas diferencias con el cuadro
tipico de LM de América: La afectacidn nasal es poco frecuente al contrario que en aquella, se
trata en general de lesiones mucho menos agresivas y en las biopsias se encuentra gran
cantidad de parasitos mientras que en las formas americanas suelen ser escasos.
Aproximadamente la mitad de los casos descritos se han dado en poblaciéon inmunodeprimida.
La mayoria son formas mucosas aisladas, aunque existe también algin caso descrito de

afectacién mucocutanea (13,14).

Los motivos por los que se desarrolla una u otra forma de enfermedad dependen en
gran medida de la respuesta inmune que sea capaz de desarrollar el huésped, y de factores
genéticos, nutricionales, ambientales y otros no bien conocidos. Comentaremos con
detenimiento mas adelante lo que se conoce sobre la patogenia de la enfermedad y sus

implicaciones en pacientes con alteraciones de la inmunidad.

1.2.3 Diagnostico

El diagndstico definitivo de enfermedad requiere la demostracidn del parasito en
sangre o tejido, generalmente mediante puncidn-aspiracion o biopsia del tejido u érgano
afecto, por métodos parasitolégicos (visualizacion directa, cultivo) o moleculares (Reaccion en

cadena de la polimerasa, PCR).

En la LV la sensibilidad de la visualizacion directa es mdxima en aspirado esplénico,
pero es una técnica que se complica en el 0.1% de los casos con hemorragias de riesgo vital (8),

por lo que en nuestro medio se realiza de forma de forma habitual la biopsia de médula dsea,
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mucho mas segura que la biopsia esplénica o hepatica, aunque de sensibilidad menor (53-86%

(15), algo mayor en pacientes VIH).

Para el diagnéstico de LV existen métodos indirectos que detectan antigenos o
anticuerpos, y que por su mayor disponibilidad y rapidez permiten un diagndstico probable en

pacientes con alta sospecha clinica. Estos son (16):

- Test de aglutinacion directa (DAT, Direct agglutination test)

- Test rapido de aglutinacion (FAST)

- Test de aglutinacion de latex en orina (KAtex)

- Inmunofluorescencia indirecta (IFAT, Indirect fluorescent antibody test)

- Hemaglutinacion indirecta (IHA)

- ELISA (Enzyme-linked immunosorbent assay: ensayo por inmunoabsorcién ligado a
enzimas): Utiliza diferentes antigenos. Uno de los mas utilizados es el CSA (crude
soluble antigen). En las ultimas décadas se han utilizado antigenos recombinantes
como el rk o rKLO8

- Tira inmunocromatografica basada en rk 39.

Los métodos mas precisos parecen ser el ELISA basado en rk39, la tira rdpida rk39 y el
DAT, sobre todo estos dos ultimos (17,18), aunque la sensibilidad y especificidad varian de

forma importante segun el pais estudiado.

Los anticuerpos siguen siendo positivos meses o afios tras la curacidn, por lo que estos
métodos no sirven para detectar recaidas ni para diferenciar enfermedad de infeccion
asintomatica. Ademas, pueden dar falsos negativos en pacientes inmunodeprimidos que no
consiguen desarrollar una respuesta humoral. Los métodos basados en antigenos son en teoria
mas especificos que los de anticuerpos porque tienen menos reactividad cruzada vy

generalmente solo son positivos en infeccidn activa (negativizan rapido tras tratamiento).
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Durante los ultimos afios se han desarrollado variaciones de la técnica PCR como son la
PCR anidada, semianidada y cuantitativa. Estas pueden realizarse en sangre o muestras de
tejido (ndédulos linfaticos, médula ésea, bazo, higado), y también se han desarrollado técnicas
en orina y en saliva. La PCR cuantitativa, al contrario que la estandar, permite diferenciar entre
infeccidn asintomatica y enfermedad. Utiliza DNA del kinetoplasto, y se ha visto que los niveles
circulantes de éste son 500 veces menores en pacientes asintomaticos que en pacientes con
VL activa, por lo que puede ser utilizada como test para seguimiento de pacientes

asintomaticos o curados (19).

Pese a que el valor predictivo positivo de la sospecha clinica en pacientes con un
cuadro tipico de LV es alto, frecuentemente los sintomas y signos son compatibles con otras
enfermedades (paludismo, enfermedades linfoproliferativas...). La OMS recomienda no tratar a
pacientes sin un diagndstico de certeza (clinica compatible y un test seroldégico o parasitolégico
positivo). En cuanto al test a utilizar, no se considera que exista una Unica prueba de eleccion o
gold standard para el diagndstico de la leishmaniasis visceral, y habitualmente se solicitan
simultdaneamente pruebas parasitoldgicas y seroldgicas, en ocasiones varias, para aumentar la

probabilidad de diagnéstico.

Para la tipificacion de especie y cepa se utilizan ain mayoritariamente los patrones de
isoenzimas mediante MLEE (Electroforesis de enzimas multilocus), que las separa en grupos
que comparten el mismo perfil (zimodemas), aunque se estan desarrollando otras técnicas
basadas en la PCR (amplificacion y secuenciacion de DNA, polimorfismos de longitud de

fragmentos de restriccion, etc.).
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1.2.4 Tratamiento

El tratamiento de eleccidon (8) de la LV producida por L. infantum (grado de
recomendacion B) es anfotericina B liposdmica iv 3-5 mg/kg/dia hasta un total de 18-21 mg/kg
repartidos en 3-7 dosis (normalmente los dias 1-5, 14 y 21). La curacién definitiva solo se
establece si no existe recaida en 6 meses. No se recomienda realizar test parasitoldgicos de

control en pacientes que respondan clinicamente.

En segunda linea (20) estarian los tratamientos con antimoniales pentavalentes
(Estibogluconato de sodio o antimoniato de meglumina. Grado de recomendacién B) o
anfotericina B desoxicolato (grado de recomendaciéon C), con mayor toxicidad y tasas de

curacion similares.

En pacientes VIH, la dosis recomendada es 3-4 mg/kg/dia, con una dosis total de 30-40
mg/kg, en pauta de dias 1-5, 10, 17, 24, 31, 38. En estos pacientes existe un alto riesgo de
recaida por lo que en pacientes con menos de 200 linfocitos CD4 se recomienda profilaxis

secundaria con una dosis mensual (21).

En otras inmunodepresiones no existe evidencia sobre la dosis 6ptima o la necesidad
de profilaxis secundaria. Las ultimas recomendaciones tanto de la OMS (22) como de la IDSA
(Infectious Diseases Society of America) (23) son usar la misma dosis que para pacientes VIH y
disminuir la dosis de inmunosupresores si es posible. No se recomienda profilaxis secundaria
de forma rutinaria (lo dejan a criterio del médico) pero si seguimiento estrecho y prolongado
del paciente para detectar posibles recaidas. La OMS, no asi la IDSA, recomienda cribado
seroldgico antes de iniciar una inmunosupresidn en pacientes que viven en zona endémica o

vuelven de la misma.
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Otros farmacos utilizados en zonas endémicas son paramomicina (im), miltefosina
(oral) y pentamidina (im o iv). No existen estudios con estos farmacos en nuestro medio y la
amplia disponibilidad y efectividad de la anfotericina B liposomal hace que no sean necesarios

por el momento salvo en casos seleccionados de pacientes con multiples recaidas.

En otros paises como India, donde el tratamiento habitual ha sido durante afos los
antimoniales pentavalentes, se han empezado a desarrollar resistencias a los mismos, lo que
ha llevado a la instauracion de pautas de tratamiento combinado, que permiten ademas
reducir la duracién del tratamiento y por tanto la toxicidad de este, y mejorar la adherencia. Se
han probado combinaciones de antimoniales y paramomicina, antimoniales y pentamidina,

anfotericina B liposomal y miltefosina, etc. (20).

En los pacientes que sufren una recaida no existe evidencia para recomendar una
actitud concreta. Pueden ser tratados con otro farmaco, el mismo farmaco a dosis mas altas o

un periodo de tiempo mas prolongado, o una combinacion de farmacos (22).

El tratamiento mas utilizado para la LC en nuestro pais es la inyeccion intralesional de
antimoniato de meglumina (24). También puede utilizarse terapia fotodinamica, termoterapia,
crioterapia, combinaciones de antimoniales intralesionales con crioterapia o pomadas de
paramomicina. Dado que muchas lesiones se resuelven de forma espontanea, en algunos
casos leves en zonas en las que no exista riesgo de cicatrices desfigurantes o discapacitantes

puede ser una actitud adecuada la observacion.

En casos de lesiones multiples o grandes (>4cm) o en zonas delicadas,
inmunosupresion o fracaso del tratamiento tépico se recomienda tratamiento sistémico como
en la LV (22). Existe en cualquier caso poca evidencia disponible sobre terapia para LC debida a

L. infantum.
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Las formas mucosas se tratan habitualmente con terapia sistémica.

Los efectos adversos de los antimoniales pentavalentes sistémicos incluyen
pancreatitis y toxicidad cardiaca, hepdtica y hematoldgica. Su administracién intralesional no
da problemas mds alld de las molestias inherentes al procedimiento de la inyeccion. La
anfotericina B liposdmica, mucho menos tdxica, puede producir fiebre, escalofrios y dolor

lumbar, y mas rara vez nefrotoxicidad.

1.3 Brote de Fuenlabrada

Desde julio de 2009 y hasta la actualidad ha tenido lugar en el sur de Madrid vy
principalmente en la localidad de Fuenlabrada un aumento muy importante del nimero de
casos de leishmaniasis (97 en 2010), lo que llevd a la declaracién de un brote comunitario (25).
Desde entonces y hasta diciembre de 2012 se declararon 466 casos considerados dentro del
brote (incidencia media de 22.2 casos por 100 000 habitantes en ese periodo, y en concreto en

Fuenlabrada 52.7/100 000 habitantes).

El estudio epidemioldgico espacial mediante analisis de conglomerados (26) concluyé
que la mayoria de los casos de este brote se concentraban en la zona noroeste de la localidad
de Fuenlabrada, en las cercanias de un parque de reciente construccién (Bosquesur) donde se
identificaron dos conglomerados espaciales para LV y uno para LC. Se observé una tendencia
decreciente de casos en relacidon con la distancia al parque: Mas del 70% de los casos vivian a
menos de 1 km de la zona de riesgo. En esta zona se daban algunas circunstancias
medioambientales destacables como son la superpoblacién de liebres y la deteccidon de
densidades elevadas de Phlebotomus perniciosus (143.8 por m? de media, comparado con la

media para Madrid de 30 por m? (25)).
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La prevalencia de infeccion en los perros de la zona (<5%) no habia aumentado con
respecto a zonas cercanas o anos previos. Buscando otros posibles reservorios se encontré el
pardsito en un 30% de las liebres (lepus granatensis) analizadas, habiéndose demostrado
asimismo por estudios de xenodiagndstico la capacidad infectiva de éstas al flebotomo (27), y
la preferencia del flebotomo por las liebres a la hora de alimentarse (28), por lo que parece
probada la implicacion en el brote de un ciclo silvestre paralelo al doméstico habitual.
Posteriormente se llevaron a cabo los mismos estudios con respecto al conejo silvestre
(Oryctolagus cuniculus), también muy abundante en la zona, con resultados similares (29) que

lo sefalan también como un posible reservorio secundario.

Vemos por tanto como en esta zona se dieron las condiciones idéneas para la aparicién
de un brote: la urbanizacién de un area rural donde existia un reservorio muy abundante (de
facil reproduccion en un entorno libre de depredadores), y las condiciones climatoldgicas y

ecoldgicas favorables para el crecimiento del vector.

Otra peculiaridad del brote es el perfil epidemiolégico del mismo. En los casos
recogidos en Espafia por el CMBD entre 2000 y 2010 (7) la enfermedad afectaba
fundamentalmente a nifios (30.5%) o pacientes inmunodeprimidos (36.1% pacientes VIH). Este
es el perfil habitual en una zona endémica donde la poblacién adulta ha ido adquiriendo cierto
grado de inmunidad. Durante el brote de Fuenlabrada sin embargo los afectados han sido
mayoritariamente adultos inmunocompetentes y de todas las edades (solo 14% en nifios y solo
15% inmunocomprometidos). Las causas de esto no son bien conocidas; se ha atribuido a que
se trate de una poblacién no previamente inmunizada (7), pero no se dispone de datos de

exposicidn previos en esta zona.

Llama también la atencién la alta proporcidén de pacientes de origen subsahariano

afectados (26): Representan menos del 3% de la poblacidn de Fuenlabrada, pese a lo cual
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suman el 8.1% de todos los casos de leishmaniasis (36 pacientes) y el 20% de los casos de LV

(32 pacientes). Se trata en su mayoria de pacientes oriundos de Guinea Ecuatorial y Nigeria.

La tipificacién molecular de los aislados comprobd la presencia de cuatro genotipos
diferentes en el brote, con predominio de una cepa poco comun de Leishmania infantum

(genotipo combinado L920) (30), que ya habia sido descrita en Madrid desde 1992.

La afectacién predominante de poblacion inmunocompetente ha hecho pensar en la
posibilidad de que se trate de cepas especialmente virulentas. Un estudio (31) evalué la
virulencia ex vivo de dos aislados obtenidos de P. perniciosus de la zona, comparandola con
otra cepa conocida y concluyendo que eran mas virulentos que ésta en términos de indice de
infeccidn de células dendriticas y macrofagos, y de respuesta inmune provocada (produccion

de citoquinas y actividad enzimatica).

La mayoria de los casos del brote se acumularon entre el final del invierno y el
principio de la primavera, como consecuencia del ciclo del vector en nuestro medio y el

periodo habitual de incubacién.

Aproximadamente dos tercios de los pacientes afectos durante el brote desarrollaron

la forma cutaneay un tercio la visceral.

17 pacientes tuvieron una forma poco habitual de enfermedad conocida como

leishmaniasis_ganglionar (32), que ya habia sido descrita previamente en el Mediterraneo.

Estos pacientes presentaron una o varias linfadenopatias, de larga evolucién al diagndstico
(mediana 60 dias), en la mayoria de los casos limitadas a un area, y no manifestaron fiebre u
otros sintomas acompafiantes. En el 35% de los pacientes habia existido una lesién cutdnea

previa al desarrollo de las adenopatias.
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El diagndstico se realizé mediante puncidén-aspiracion con aguja fina del ganglio, que
demostré linfadenitis granulomatosa no necrotizante con visualizacién de Leishmania. La
serologia fue negativa en la mitad de los pacientes. La evolucién fue favorable en todos los
casos, en algunos con dosis de Anfotericina B de solo 10mg/kg, dandose incluso una resolucion
espontdnea sin tratamiento. Hubo un Unico caso que presentaba otros datos de LV
(pancitopenia, esplenomegalia) y que no respondid a un ciclo inicial de anfotericina 21mg/kg,

tratandose de nuevo con 40mg/kg con éxito.

Las formas viscerales presentaron la clinica tipica y afectaron de forma predominante a

varones (72%), también de acuerdo con lo descrito en la literatura. El diagndstico se obtuvo en
la mayoria de los casos mediante biopsia de médula dsea (visualizacién directa positiva en el
44%, PCR 91%). De los test seroldgicos realizados la mayor sensibilidad la dio el ELISA/IFAT,
mientras que la especificidad fue maxima (100%) para el test rapido rk39. El tratamiento se
realizé en todos los casos con Anfotericina B liposomal y el 14% de los pacientes sufrieron

recaidas.

En cuanto a las formas cutdneas (33) el brote se ha caracterizado por el polimorfismo

de las lesiones, con multiples formas atipicas. La localizacién mas habitual ha sido en zonas
fotoexpuestas de las extremidades, y mas de la mitad de los pacientes presentaban lesiones
multiples, en algunos casos (16%) alejadas entre si. La incidencia en esta forma fue similar en
hombres y mujeres. El diagndstico se realizé en la mayoria de los casos (87%) por PCR en la
biopsia cutdnea (en mas de la mitad de las biopsias no se identificé Leishmania por
visualizacidn directa). El 69% de los pacientes recibieron tratamiento, siendo el mas habitual

antimoniato de meglumina intralesional 1-8 sesiones (1 sesidon semanal).

Tras la declaracidon del brote se tomaron una serie de medidas por parte de las

autoridades locales y regionales y las instituciones como captura de liebres y conejos vy
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eliminacion de madrigueras, retirada de escombros y desechos de vegetacidn, desinsectacion,

asi como una campafa de informacion a la poblacién.

El pico maximo de incidencia se dio entre el verano de 2010 y el afio 2011. A partir de
2012-13 (tras el inicio de las medidas de control) los casos descendieron gradualmente (24.4%
de reduccion de casos de LV entre 2012 y 2015 (34)). Segun los ultimos datos de Salud Publica
de la comunidad de Madrid, hasta diciembre de 2017 se han reportado en total 727 casos de

leishmaniasis en la zona del brote. El brote aun no se ha dado por finalizado.

1.4 Inmunidad frente a Leishmania

La forma clinica de leishmaniasis depende en gran medida de caracteristicas

intrinsecas del parasito como son tropismo y virulencia.

La mayoria de especies de Leishmania presentan un tropismo (cutaneo o visceral)
determinado. Diferentes cepas de la misma especie también pueden presentar diferente
tropismo. Asi, en L. infantum (35) existen cepas viscerotrdpicas (en inmunocompetentes dan
LV: MON 27, MON 28, MON72, MON 77 y MON 187) y dermotrdpicas (en inmunocompetentes
dan LC: MON11. MON 24, MON 29, MON 33, MON 78 y MON 111). Sin embargo, existen
algunas cepas (MON1, MON 34, MON 80 y MON 190) que dan ambas formas en
inmunocompetentes, y en inmunodeprimidos es frecuente que se den casos de leishmaniasis

visceral con especies que se consideran dermotrépicas.

Asimismo existen cepas aisladas Unicamente en casos de LV en pacientes VIH, lo que
sugiere que son cepas poco virulentas que en pacientes inmunocompetentes causan infeccion
asintomatica (35). Incluso dentro del mismo zimodema existen cepas con diferente

infectividad (36), y estudios de subtipaje mediante marcadores microsatélites no han
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encontrado una correlacién clara entre genotipos, especificidad de huésped y forma clinica

(37).

Campos-Ponce et al. (38) compararon diferentes factores de virulencia (resistencia
sérica, infectividad de macrdfagos, polimorfismos génicos) en cepas de L. chagasi de LCy LV en
Honduras sin encontrar diferencias significativas. Lo compararon también con cepas de L.
infantum mediterrdnea donde si vieron que los polimorfismos de los genes de dos proteinas

consideradas posibles factores de virulencia (LMPK y Cbp) se asociaban con el tropismo.

Por todo esto parece evidente que, ademas de las caracteristicas inherentes al
pardsito, un factor determinante de la forma clinica de enfermedad es la respuesta inmunitaria
del huésped (innata y adaptativa). Solo un pequeio porcentaje de los sujetos infectados van a
desarrollar enfermedad. Asimismo, los pacientes curados de una LV presentan resistencia a la
reinfeccion (39). Esto refleja la capacidad del sistema inmune para controlar al parasito y

mantener una inmunidad protectora a largo plazo.

Existen grandes variaciones en el ratio de infeccién asintomatica/sintomatica en las
poblaciones estudiadas en diferentes areas geograficas, en probable relacién con multiples
factores como la virulencia del parasito, el estatus nutricional del huésped (40,41), factores
genéticos (42,43) y otros. Asi por ejemplo en Espafia se calcula en 50:1 (44), y en Etiopia 5.6:1

(45).

La inmunidad innata se desencadena tras la inoculacién del parasito en la dermis del
huésped. Las primeras células en llegar al lugar de la lesién son los neutrdfilos, e
inmediatamente después monocitos, macréfagos y células dendriticas. Las células dendriticas

mediante la secrecion de IL12 van a activar las células NK y la respuesta Th1.
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Esta respuesta mediada por células CD4 helper 1 ha sido considerada clasicamente la
respuesta eficaz a los pardsitos. Las citoquinas mds importantes en ella son el interferén
gamma (INF-gamma) y el factor de necrosis tumoral (TNF), que controlan respectivamente la
via del dxido nitrico (para lisar los pardsitos dentro de los lisosomas) y la formacién de
granulomas que contienen la infeccién localmente en la piel o los ganglios (formas
asintomaticas, o leishmaniasis cutdnea o ganglionar), evitando asi su progresién. En estos

pacientes la serologia suele ser normal, al igual que los reactantes de fase aguda.

Cuando se da una respuesta de tipo Th2, de predominio humoral, se produce IL-10
(que suprime la respuesta Th1) e IL-4, y se activan linfocitos B que producen inmunoglobulinas.
Estas no son efectivas para controlar la infeccidn intracelular, por lo que los parasitos se
replicaran rapidamente en el sistema reticuloendotelial y la infeccién se extendera por
diseminacioén linfatica y vascular al higado, médula dsea y bazo (LV). Se veran titulos elevados

de anticuerpos.

En los modelos murinos esta dicotomia Th1-Th2 es bastante clara, mientras que en
humanos infectados la respuesta inmune parece ser mixta en casi todas las formas clinicas
(46), especialmente en las viscerales, donde citoquinas asociadas a respuesta Th2 (IL4, IL13)

parecen tener también un papel protector.

En un estudio (47) con L. braziliensis que compara la respuesta inmune en pacientes
con infeccidon asintomatica y con formas cutdneas tras tratamiento, se ve que si bien ambos
tienen respuesta linfoproliferativa positiva, esta es menor en pacientes asintomaticos, siendo
también menor la produccidon de INF-gamma, y en cambio mayor la de IL10. Los autores
sugieren que la clave estd en que los pacientes con infeccién asintomatica tienen mejor
habilidad para crear un equilibrio entre la inmunoregulacién (IL10) y las CK efectoras (INF-

gamma), lo que lleva a la destruccion parasitaria sin dar dafio de tejidos.
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Los parasitos desarrollan multiples mecanismos para evadir la respuesta inmune (48—
50). En primer lugar, pueden inhibir la actividad antimicrobiana e inmunomoduladora de las
células mieloides (interfiriendo con la via del complemento, con la fusidn de los fagolisosomas
y con la presentacidon antigénica, inhibiendo la produccién de citoquinas, escindiendo la
proteina mTOR, etc.). Son factores de virulencia de gran importancia el lipofosfoglicano y la
proteasa gp63 (leishmanolisina). En segundo lugar, entran en células como los fibroblastos,
hepatocitos etc., que no son capaces de destruir el parasito y por tanto constituyen un medio
seguro en el que sobrevivir. Ademas, activan la expansién de un tipo de células reguladoras

gue producen IL10 y por tanto inhiben la respuesta celular.

En la mayoria de pacientes en que tiene lugar una infeccion asintomatica (al igual que
en pacientes curados tras tratamiento), persiste sin embargo el parasito de forma latente en
los tejidos al no ser capaz el huésped de eliminarlos de forma definitiva (se ha recuperado
Leishmania en la piel, ganglios, médula ésea, higado y sangre de pacientes que se curaron o
nunca tuvieron sintomas de leishmaniasis (51-53), con el riesgo asociado de que si en algun
momento de su vida el huésped pierde su capacidad inmune, pueda proliferar y ser capaz de
producir enfermedad, incluso afios después de producirse la infeccién (ademds de evidencia
en estudios en ratones (54), existen varios casos descritos en la literatura de pacientes que
manifiestan la enfermedad afios después de la exposicion, en el contexto de una

inmunosupresion (55,56)).

1.5 Papel del TNF en la infeccion por Leishmania

El TNF-alfa es una citoquina implicada en multiples vias de sefalizacion en la
inflamacidn, inmunidad, y muerte y supervivencia celular. Es producida por una gran variedad
de células, pero principalmente por los macréfagos activados y las células T, en respuesta a
diferentes mediadores enddgenos y exdgenos. Se sintetiza como una proteina
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transmembrana, que posteriormente se escinde en la forma soluble. La forma soluble puede

encontrarse en forma monomérica o trimérica.

Las funciones del TNF incluyen la activacion macrofagica y de fagosomas, la
diferenciacién de monocitos a macréfagos, el reclutamiento de neutréfilos y macréfagos, y la
formaciéon de granulomas. Su papel es por tanto esencial en el control de patégenos
intracelulares (Mycobacterium tuberculosis, M. avium, M. bovis, Aspergillus fumigatus,

Histoplasma capsulatum, Toxoplasma gondii, Cryptococcus neoformans, etc.).

El TNF-alfa y el TNF-beta® comparten receptores de dos tipos (I o p55 y Il o p75).
Ambos receptores se expresan en practicamente todos los tipos celulares, aunque la expresion
de los de tipo Il en condiciones fisioldgicas esta restringida a células inmunes y endoteliales. La
expresion de estos receptores estda también modulada por diferentes citoquinas. El receptor
de tipo | se activa por las formas transmembrana y soluble del TNF, mientras que el tipo Il se
activa preferentemente por la forma transmembrana. La unidn del TNF a estos receptores
inicia la sintesis de mediadores de la inflamacidn. Los receptores del TNF pueden desprenderse
de la superficie celular y actuar como CK antiinflamatorias al producir una inhibicidn

competitiva de la accion del TNF.

Al igual que el resto de determinantes de la respuesta inmune a Leishmania, el papel
exacto del TNF en el control de la infeccion sigue sin conocerse bien, si bien se considera que
tiene una importancia clave (57). Ademas de colaborar con la actividad de macroéfagos y
neutréfilos, dirige la activacion de células dendriticas en el sitio de infeccidn, controlando por

tanto la respuesta celular T (58).

LEI TNF-beta se conoce actualmente como linfotoxina-alfa, quedando la denominacién de TNF para
el TNF-alfa. En este texto nos referiremos al TNF-alfa indistintamente como TNF o TNF-alfa
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Diferentes estudios con L. major (59,60) mostraban mejoria de las lesiones y reduccion
de la carga parasitaria en ratones tratados con TNF (murino o recombinante), asi como
empeoramiento de las lesiones cuando se les inyectaba anticuerpos anti-TNF. En otro estudio
(61) se bloqueaba la accién del TNF mediante una proteina de fusion del receptor tipo 1, con lo

que desarrollaban lesiones graves que no curaban.

En un estudio en ratones a los que se suprimié el gen del TNF por recombinacién

homdloga, se vio que desarrollaban una forma visceral (62) rapidamente fatal.

En otro modelo murino con L. donovani se vio que los ratones knockout para el gen del
TNF eran incapaces de controlar la infeccion, y ademas recaian tras tratamiento (63). En otro,
el tratamiento de los ratones con suero anti-TNF-alfa provocaba un aumento de la carga

parasitaria e imposibilitaba resolver la infeccion (64).

Se ha visto que el TNF transmembrana es capaz de controlar la infeccién incluso en

ausencia de TNF soluble (65).

El efecto del TNF varia en los diferentes érganos. Asi, en enfermedad visceral, en el
higado parece tener un papel clave en la resolucion de la infeccién (mediante la formacion de
granulomas y el control de los parasitos) mientras que en el bazo es responsable del dafio
tisular y de la destruccién de la arquitectura esplénica que se considera causante en parte de la
inmunosupresion secundaria en estos pacientes (66). Por otro lado, se le ha implicado también
en la patogenia de las lesiones cutaneas en LC (67), y de hecho la pentoxifilina, un inhibidor de
la sintesis de TNF-alfa, se ha usado en tratamiento combinado con los antimoniales para el

tratamiento de LC (68) y LM (69).

Existen sin embargo estudios que sugieren la existencia de otros mecanismos que

permiten controlar la enfermedad. Asi, ratones deficitarios en los receptores de TNF
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infectados por L. major, si bien no resolvian las lesiones, conseguian controlar la replicacion
parasitaria (70,71). Se ha propuesto que en ausencia de TNF las células T pueden activar a los
macrofagos para la produccion de oxido nitrico por via de las proteinas CD40/CD40L vy la

integrina LFA-1 (72).

Se ha comprobado que en estudios con ratones deficientes en TNF el desarrollo de
enfermedad varia segln la cepa implicada (73). Esto, asi como las dificultades intrinsecas a los
diferentes modelos knockout utilizados (permanencia de genes de la linea original, eliminacion
de genes cercanos de importancia inmunoldgica etc.), podria explicar algunas de las

contradicciones encontradas en diferentes estudios cuanto al papel del TNF (57).

1.6 Leishmaniasis en pacientes inmunosuprimidos

Los pacientes con alguna alteracién de la via de la inmunidad celular tienen mas
dificultades para contener la infeccién local y por tanto son mas propensos a padecer las
formas viscerales de la enfermedad. En concreto los grupos de mayor riesgo son los pacientes
con infeccién crénica por VIH (en relacidn con el déficit de linfocitos CD4) y los pacientes con
tratamiento inmunosupresor de la inmunidad celular, como los pacientes con trasplante de
organo solido (TOS) o los pacientes con terapias bioldgicas que disminuyen la actividad del

TNF.

Desde el inicio de la pandemia del VIH se han notificado en el sur de Europa mas de
2000 casos de coinfeccidon VIH-Leishmania (74), representando en algunos momentos mas de
la mitad de todos los casos de leishmaniasis visceral. Tras el inicio de la terapia antirretroviral
de gran actividad (TARGA) el nimero de casos ha disminuido de forma notable en nuestro
medio, mientras que aumenta el nimero de casos en inmunodeprimidos por otras causas,
fundamentalmente por via iatrogénica, de forma paralela al desarrollo de nuevos tratamientos

reumatoldgicos, oncoldgicos etc. Asi se han descrito numerosos casos en pacientes con
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trasplante de 6rgano sélido (TOS) (75), trasplante de médula dsea, y pacientes en tratamiento
inmunosupresor con azatioprina, metotrexato, corticoesteroides, ciclosporina o ciclofosfamida

(76).

En los pacientes VIH estdn ampliamente descritas algunas peculiaridades con respecto
a los pacientes inmunocompetentes: formas atipicas de enfermedad, diferente sensibilidad en
los test diagndsticos, recaidas tras el tratamiento, etc. Los casos y series de casos publicados
en pacientes con inmunosupresion de otra causa son muy heterogéneos y resulta complicado
extraer conclusiones generalizables. En receptores de TOS se ha visto que la respuesta a
tratamiento es mejor y el riesgo de recaidas menor que en pacientes VIH, aunque no
equiparable al de poblacién inmunocompetente (74). En estos pacientes, al contrario que en la

coinfeccidn VIH, no existen unas pautas generales de tratamiento y profilaxis secundaria.

1.7 Farmacos anti-TNF

El TNF-alfa estd implicado, ademas de en la respuesta inmune a infecciones, en la
patogénesis de diferentes enfermedades inflamatorias, en las que parece que existe un
desequilibrio entre la actividad de CK antiinflamatorias (IL4, 10 o 13) y el TNF y otras CK
proinflamatorias. Asi, se han encontrado concentraciones elevadas de TNF en los tejidos
implicados en estas enfermedades (liquido sinovial, piel, intestino) donde promueve la

respuesta inflamatoria (77).

En 1998 la FDA aprueba los primeros farmacos anti-TNF (infliximab en enfermedad de
Crohn vy etanercept en artritis reumatoide). Existen en la actualidad 5 farmacos
comercializados con actividad anti-TNF: infliximab, adalimumab, etanercept, golimumab y

certolizumab. Estan en desarrollo ademas nuevos farmacos, y se ha aprobado ya el uso de
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varios biosimilares® de etanercept, infliximab y adalimumab (78). La Tabla 1 resume las

caracteristicas de los diferentes farmacos y la Figura 6 muestra su estructura molecular.

Figura 6: Estructura molecular de los farmacos anti-TNF. Extraido de (77)
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Los anticuerpos monoclonales infliximab, adalimumab y golimumab son especificos
contra el TNF-alfa en sus formas soluble (mono y trimérica) y transmembrana. Infliximab es un
anticuerpo quimérico de origen murino (aproximadamente un 25% de sus aminoacidos son de
origen murino). Adalimumab y golimumab tienen un 100% de origen humano, con una menor
capacidad antigénica. La via de administracion es intravenosa en el caso de infliximab y
subcutdnea para adalimumab y golimumab. Estas moléculas tienen varios mecanismos de
accion para inhibir la funcion del TNF: neutralizar su forma soluble o transmembrana mediante
su unidn al mismo, regulacidn negativa de citoquinas mediante vias de sefalizacion inversas,
apoptosis de células que expresan TNF transmembrana, o citotoxicidad mediada por

anticuerpos o por complemento.

2 Medicamentos muy similares, aunque no necesariamente idénticos biolégicamente, pero
comparables en eficacia, seguridad y calidad
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Tabla 1 Farmacos anti-TNF. Adaptado de (77)

Farmaco Tipo Diana Mecanismo de Indicaciones* Modo de
(nombre accion administracion,
comerecial) intervalo
habitual**
Infliximab Anticuerpo mTNF, Neutralizacién, Ell, AR, EA, APs, v, 6-8 semanas
(Remicade®) monoclonal STNF, apoptosis, Ps
IgG1 quimérico sefalizacion
inversa, CCDA,
CDC
Etanercept Proteina de MTNF, Inhibicion AR, EA, APs,Ps, Sclo2vecesa
(Enbrel®) fusidn de un STNF competitiva, artritis la semana
receptor TNFbeta CCDA, CDC idiopatica
soluble tipo Il juvenil
con la fraccién
constante de
una IgG
humana
Adalimumab Anticuerpo MTNF, Neutralizacion, Ell, AR, EA, Sc cada 2
(Humira®) monoclonal SsTNF apoptosis, artritis semanas
IgG1 100% sefializacion idiopatica
humano inversa, CCDA, juvenil, APs, Ps,
CDC hidradenitis
supurativa,
uveitis
Golimumab Anticuerpo MTNF, Neutralizacién, Ell, AR, EA, Sc cada 4
(Simponi®) monoclonal sTNF apoptosis, artritis semanas
IgG1 100% sefializacion idiopatica
humano inversa, CCDA, juvenil, APs
CDC
Certolizumab Fragmento mMTNF, Neutralizacidn, Ell, AR, EA, APs Sc cada 2-4
pegol Fab’ de un sTNF sefializacion semanas
(Cimzia®) anticuerpo inversa
monoclonal
18G4 murino
humanizado
unido a dos

moléculas de

polietilenglicol
* Existen diversos usos off-label
**Las dosis varian en ocasiones segun la enfermedad y segun la respuesta clinica

CCDA: Citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos. CDC: Citotoxicidad dependiente de
complemento mTNF: TNF transmembrana sTNF: TNF soluble

Etanercept es una proteina de fusién obtenida mediante la unidn de un receptor
soluble tipo Il (obtenido por recombinacién genética), a la fraccion constante de una IgG

humana, que le confiere estabilidad y mayor vida media. Es capaz de bloquear la accién del
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TNF-alfa y de la linfotoxina (TNF beta) al unirse a ellos y evitar su unidn a los receptores
celulares. Se administra por via subcutanea. Se une a la forma trimérica del TNF e interacciona

con la forma transmembrana, pero con menor afinidad que infliximab.

Certolizumab pegol es un fragmento Fab’ (fragmento que se adhiere al antigeno) de un
anticuerpo monoclonal murino humanizado unido a dos moléculas de polietilenglicol.
Reconoce y neutraliza el TNF-alfa humano, soluble y unido a membrana. Al no contener una
porcion Fc no induce la activacion del complemento, toxicidad celular dependiente de

anticuerpos ni apoptosis.

Las terapias bioldgicas basadas en disminuir la actividad del TNF se han mostrado utiles
en el tratamiento de diferentes enfermedades autoinmunes, como la artritis reumatoide, la
enfermedad de Crohn o la psoriasis. Existen algunas diferencias en el uso clinico de las
moléculas. Asi, infliximab y adalimumab tienen el espectro de accion mas amplio mientras que

etanercept no parece ser Util en sarcoidosis ni enfermedad inflamatoria intestinal (Ell).

1.7.1 Riesgo de infecciones

Dado el papel clave del TNF en la inmunidad celular, ha sido una preocupacién desde la
introduccién en el mercado de estos farmacos la posibilidad de un aumento del riesgo de
infecciones. Existe abundante literatura (ensayos clinicos, estudios postcomercializacion,
registros de pacientes) que ha intentado dar respuesta a esta pregunta, con resultados poco
concluyentes y a menudo contradictorios. La mayoria de los estudios estdn realizados en
pacientes con AR y con los farmacos mads antiguos (fundamentalmente infliximab y etanercept

y algunos con adalimumab).

Estos estudios tienen multiples limitaciones y posibles factores de confusidn. En los

ensayos clinicos precomercializacion el nimero de pacientes es pequeio por lo resulta dificil
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evidenciar efectos secundarios poco frecuentes, suelen ser pacientes muy seleccionados (sin
comorbilidades) y el uso del farmaco en ocasiones es diferente al de la practica clinica. Los
estudios observacionales no son aleatorizados y por tanto tienen menor fiabilidad estadistica.
En los registros de pacientes, si bien el nimero de pacientes suele ser elevado y se trata de
datos de poblacién y uso reales, los efectos adversos suelen estar infradeclarados. Ademas, se
trata de pacientes con alteraciones de la inmunidad por su enfermedad de base, y los grupos
control reciben tratamientos que también son inmunosupresores. Por otro lado, hay que tener
en cuenta que el uso de estos fdrmacos se hace en un nimero no desdefiable de ocasiones en
indicaciones off-label, en las que estd descrito un mayor nimero de efectos adversos que en

las indicaciones aprobadas en ficha técnica (79).

Los primeros estudios realizados con infliximab en pacientes con artritis reumatoide
(AR) mostraron un aumento del riesgo de infecciones (80), especialmente en los primeros

meses de tratamiento (81,82), lo que se interpretd como reactivacidén de infecciones latentes.

Otro estudio en pacientes con AR (83) encontrdé un riesgo aumentado de infecciones
en los primeros seis meses de tratamiento con infliximab, no asi con etanercept (ni con

infliximab mas alla de 6 meses).

En un extenso estudio retrospectivo en Estados Unidos (84) en pacientes con
diferentes enfermedades de base (AR, psoriasis, Ell, artritis psoridsica, espondilitis
anquilosante), no se encontré un aumento de las infecciones durante los primeros 12 meses

de uso de infliximab, etanercept y adalimumab en comparaciéon con fdrmacos no bioldgicos.

Existen varias revisiones sistemdticas recientes que han abordado el riesgo de
infeccidn con estos farmacos. En la revision Cochrane de 2011 (85) se encontré un aumento en

la tasa de infecciones graves en relacion al tratamiento control para los bioldgicos como grupo
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y también para los anti-TNF (OR 1.41, 95% Cl 1.13-1.75). Analizados individualmente, el Unico
anti-TNF con riesgo aumentado fue certolizumab (OR 3.51, 95% Cl 1.59-7.79). En un
metaanalisis de 2015 (86) en pacientes con AR se concluyé que en comparacién con el
tratamiento tradicional, los farmacos bioldgicos a dosis estandar (OR 1.31, 95% IC 1.09-1.58) vy
a dosis alta (OR 1.90, 95% Cl 1.50-2.39) se asociaron con un aumento en el riesgo de

infecciones graves, no asi a dosis bajas (OR 0.93, 95% Cl 0.65-1.33).

Para otras enfermedades diferentes de AR existe menor evidencia. Las revisiones
sistematicas disponibles en relacion a espondilitis anquilosante no muestran diferencias
significativas en el riesgo de infeccion con estos farmacos vs. tratamiento convencional
(87,88). En las revisiones disponibles en relacién a psoriasis (89) o enfermedad inflamatoria

intestinal (90) se ha visto un aumento del riesgo de infeccidn, pero no de infecciones graves.

Existen varios estudios con etanercept en los que no se demuestra una mayor
incidencia de infecciones (91), ni cambios sustanciales en la funcién inmune de estos pacientes
(92), y existen también multiples estudios que informan de un menor riesgo de infeccidn con

etanercept cuando se compara con infliximab o adalimumab (93,94).

En un estudio con datos del registro britanico de pacientes con AR (95) no se encontré
un aumento del riesgo de infeccidn al comparar infliximab, etanercept o adalimumab con los
farmacos antirreumaticos tradicionales (DMARDs), pero si un riesgo aumentado de infecciones
de piel y tejidos blandos, lo que sugiere un papel muy importante del TNF en la defensa de

estos tejidos.

En un analisis posterior (96) de los mismos datos con diferentes modelos estadisticos y
diferentes tiempos de seguimiento tras la suspensién del tratamiento, encontraron que la
incidencia era mucho mayor (OR 4.6, 95% IC 1.8-11.9) en los pacientes en tratamiento anti-TNF

si se estudiaban los primeros 90 dias de tratamiento.
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En un estudio con los datos del registro aleman (97), se concluyé un riesgo aumentado
de infeccién que requiere hospitalizacién para el uso de estos farmacos (incidence rate ratio
1.8, 95% Cl 1.2-2.7) , pero tras el analisis ajustado a diferentes variables concluian que la
mayoria de este riesgo se asocia a la edad, comorbilidades y uso asociado de corticoides. Este
es el unico estudio que incluye el andlisis de variables que cambian en el tiempo (estado
funcional, cambios de tratamiento, etc.). Se vio que la incidencia descendia de forma
importante tras los 3 primeros afios de tratamiento, principalmente por dos razones: la
pérdida de seguimiento o bien la suspensién del tratamiento en pacientes de alto riesgo, y el
mejor control de la enfermedad que permitia ademas descender la dosis de corticoesteroides
(ambos factores disminuirian el riesgo de infeccidn). Este estudio aporta por tanto informacion
de gran importancia y permite incluso estimar el riesgo de infeccion en un paciente en

concreto basandose en su perfil.

Factores asociados en diferentes estudios a mayor riesgo de infeccion en estos
pacientes son entre otros el uso previo de inmunosupresores tradicionales u otros farmacos
anti-TNF (86); la edad mayor de 60 afios, las enfermedades renal o pulmonar crénicas y el uso

concomitante de corticoides (97).

1.7.2 Riesgo de enfermedades granulomatosas

Se ha estudiado mas concretamente la relaciéon entre el TNF y enfermedades
granulomatosas: histoplasmosis, listeriosis, nocardiosis, coccidiomicosis y especialmente
tuberculosis (TB). Los granulomas representan una estrategia del huésped para defenderse de
patdgenos intracelulares cuyo crecimiento no puede limitarse por otros mecanismos inmunes.
Como hemos visto antes, el TNF tiene un papel clave en la formacién de granulomas y en la
activacion de los macréfagos y por tanto en el control de estas enfermedades, por lo que se
supone que su bloqueo puede dar lugar a mayor susceptibilidad a estas infecciones.
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En el caso de la tuberculosis existen multiples estudios observacionales en diferentes
paises que han evidenciado un aumento de la incidencia de enfermedad con estos farmacos
(98), lo que se ha confirmado con varios metaanalisis (85,99). En una revision realizada con
datos del sistema estadounidense de farmacovigilancia de 1998 a 2002, con un subanalisis con
datos de otros paises, se encontrd que el riesgo de infeccidon granulomatosa era de dos a siete

veces mas con infliximab que con etanercept (100,101).

Ademads, en el caso de la TB el tiempo desde el inicio del tratamiento anti-TNF hasta la
enfermedad era menor para infliximab, sugiriendo un papel importante de la reactivacién de
infeccidn latente en la patogenia de estas enfermedades, mientras que la curva temporal en
etanercept era sugestiva de primoinfeccion. El riesgo era maximo en los primeros 90 dias de
tratamiento. Estos hallazgos sugieren que solo infliximab y no etanercept interfiere con el
mantenimiento de los granulomas, lo que explicaria también que este ultimo no tenga utilidad
terapéutica en enfermedades granulomatosas como enfermedad inflamatoria intestinal y

sarcoidosis.

Las conclusiones de los analisis de los datos de los registros britanico (102), portugués
(103) y francés (104) son similares, sugiriendo menor riesgo para etanercept, y menor tiempo
hasta el inicio de enfermedad con infliximab. Para otras infecciones granulomatosas también

se ha descrito menor riesgo con etanercept (105).

Multiples diferencias entre los diferentes farmacos explican las posibles diferencias en

riesgo (93,105,106):

- En primer lugar, la diferente afinidad por el TNF transmembrana y soluble predice que
el infliximab impediria la accién de TNFRp55 y 75 mientras que etanercept permitiria

una accion parcial del 75. En un modelo murino (107) se vio que esta via podria ser
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suficiente para conferir resistencia a la infeccion por Micobacterium tuberculosis en
ausencia de TNF soluble y linfotoxina.

- Ensegundo lugar, la unidn de infliximab al TNF es rapida e irreversible, al contrario que
etanercept, lo que podria permitir la existencia de una concentracion baja de TNF que
mantuviera cierta capacidad de activacién macrofagica y suficiente proteccion.

- Aunque ambos farmacos pueden inducir apoptosis de macréfagos en el tejido sinovial,
en otros tejidos como la mucosa gastrointestinal solo los anticuerpos anti-TNF son
capaces de producir apoptosis.

- La concentracidn pico de infliximab es mucho mayor por ser intravenoso. El
aclaramiento de etanercept es mucho mas répido (13 veces mayor) que el de
adalimumab o infliximab.

- Adalimumab e infliximab parecen inhibir la expresién de INF-gamma (probablemente

de forma indirecta), al contrario que etanercept.

El inicio de estos tratamientos esta contraindicado en infecciones activas (infecciones
bacterianas que precisen antibioterapia, hepatitis viricas agudas o crénicas, herpes zoster, TB,
infecciones fungicas, Ulceras cutaneas, etc.). En el caso de la infeccidon tuberculosa, en que
parece claramente establecido el riesgo de reactivacion de infeccion latente al comenzar estas
terapias, existe un protocolo ampliamente aceptado para retrasar el inicio del tratamiento
hasta haber descartado y en su caso tratado una infeccidn latente. Diferentes autores han

propuesto que este cribado se haga también con otras infecciones (81).

Aunque no existe ningun estudio que investigue especificamente el riesgo de
leishmaniasis en estos pacientes, se han descrito desde el comienzo de este siglo varias
decenas de casos de leishmaniasis visceral, cutanea y mucosa en pacientes bajo tratamiento

anti-TNF (13,107-150).
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Hay casos descritos con todos los farmacos del grupo, aunque la mayoria son de
pacientes con etanercept, infliximab o adalimumab (que son por otra parte farmacos
comercializados hace mas tiempo y de uso mas extendido). Se han descrito casos de las formas
cutanea, visceral y mucosa, casos en los que conviven simultdnea o consecutivamente
diferentes localizaciones (115,145) y casos con localizaciones atipicas (sinovial (146)). Se trata
de casos aislados, de manejo heterogéneo y dificil de estandarizar. La inmensa mayoria de
pacientes estaban siendo tratados con otros inmunosupresores ademds de los anti-TNF, o los

habian utilizado en los ultimos meses.

Estos casos evidencian las multiples incertidumbres que existen acerca de estos
pacientes: cual es el riesgo real de enfermedad en esta poblacidn, el interés o no de un cribado
y en su caso del tratamiento de infeccidn latente, cual es el régimen de tratamiento idéneo, la
necesidad o no de profilaxis secundaria, la necesidad o no de suspender el tratamiento anti-

TNF (o la posibilidad de reiniciarlo tras curacidn), etc.

En cuanto al riesgo comparativo de unos y otros farmacos, en un estudio (152) que
realiza un modelo in vitro con macréfagos infectados por Leishmania, cultivados con células T,
comparan el efecto de diferentes farmacos y concluyen que adalimumab, infliximab y uno de
sus biosimilares afectan negativamente a la infeccion dado que reducen la proliferacidon de
linfocitos T y aumentan el nimero de macrdéfagos afectados, mientras que certolizumab no
afecta a la proliferacion de células T o las tasas de infeccidn. Estudian también una forma
pegilada de infliximab que, al igual que certolizumab, mejora la eliminacién de Leishmania. Los
autores sugieren por tanto que certolizumab seria el fdrmaco mas seguro de los estudiados

para pacientes que vivan en zonas endémicas.

Usando los datos de los casos europeos publicados hasta 2010 (143), Zanger et al.

estimaron el riesgo relativo de leishmaniasis con cada farmaco (adalimumab, infliximab y
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etanercept), concluyendo que es ocho veces mayor en adalimumab o infliximab que en
etanercept. Esto ha llevado a algunos autores (135,143) a sugerir que en zonas endémicas para

Leishmania se use preferentemente este farmaco.

Uno de los posibles factores de confusién al analizar estos casos y en general el riesgo
de infeccidon asociado a los farmacos anti-TNF es el uso concomitante, previo y/o posterior, de
otros farmacos anti-TNF o de otros inmunosupresores en la inmensa mayoria de pacientes.
Existen multiples casos publicados de leishmaniasis en pacientes con enfermedades

reumatoldgicas en tratamiento Unicamente con inmunosupresores “clasicos”.

Los corticoides interfieren con las funciones efectora, supresora y citotdxica de los
linfocitos T, mediante el bloqueo de la expresidn de citoquinas, aumentando la susceptibilidad
a infecciones, especialmente intracelulares (153). El riesgo de infecciones graves asociado a su
uso, especialmente a dosis altas, esta ampliamente estudiado (98). En un modelo murino de
infeccidn cronica con Leishmania, el uso de esteroides se asoci® a un descenso en la
produccién de INF-gamma y TNF-alfa asi como de IL2 e IL4, y a un aumento de la proliferacion
de amastigotes en el bazo (154). Muchos de los casos de leishmaniasis descritos en la
literatura asociados al uso de corticoides son atipicos (frecuentemente formas mucosas),
graves, con dificultades para el diagnédstico y respuesta parcial al tratamiento (153,155,156).

También se ha asociado su uso a reactivacion de enfermedad latente (157).

En cuanto al uso de metotrexato, la mayoria de los casos publicados de leishmaniasis
estan asociados a su uso en combinacién con otros inmunosupresores, pero existen también
casos en que es el Unico farmaco implicado (158-161). El metotrexato inhibe la quimiotaxis de
los neutrdfilos y la proliferacién de linfocitos T, disminuyendo la activacién de los macroéfagos y

la respuesta contra el parasito (158).
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Paraddjicamente, para las formas cutdneas se ha propuesto tanto el uso de
metotrexato (162) como el bloqueo anti-TNF (163) como tratamientos coadyuvantes, que

permitirian disminuir la inflamacion local sin afectar al control del parasito.

1.8 Deteccidn de infeccidn latente. Marcadores de curacion y recidiva

La existencia de infecciones por Leishmania asintomdticas hace de gran interés clinico
y epidemioldgico el desarrollo e instauracidn de una técnica que permita detectar a estos
sujetos. Por un lado, seria una herramienta clave para la vigilancia epidemiolégica y también
para evaluar los resultados de los programas de eliminacién. Por otra parte, se asume que los
pacientes asintomaticos pueden actuar como reservorios latentes, aunque no se ha

demostrado que sean infectivos (164).

Asimismo, seria muy Util en pacientes que van a ser inmunosuprimidos (para el
tratamiento de una enfermedad autoinmune o bien para un trasplante, por ejemplo) y que
podrian hipotéticamente sufrir una reactivacion de la enfermedad, si bien actualmente no se

recomienda la profilaxis primaria en estos pacientes (tampoco en VIH).

La OMS sugiere utilizar un método serolégico (aglutinacidon, IFAT o ELISA)
conjuntamente con un método que aumente la especificidad (western blot o PCR) para la
deteccion de infeccidn asintomatica en estudios epidemioldgicos. Ademds, recomienda
realizar una serologia a pacientes que vivan en zonas endémicas antes de iniciar una
inmunosupresién farmacoldgica (corticoides, metotrexato, anti-TNF...), y establece que

“frecuentemente” precisaran profilaxis secundaria hasta que finalice la inmunosupresion (8).

Otros autores apoyan también la realizacién de alguna prueba de cribado en estos
pacientes, previo al inicio de tratamiento e incluso de forma periddica posteriormente, si bien
hay diferencias de opinién en cuanto al test 6ptimo (76). La sensibilidad de la serologia para la

deteccion de infeccidn asintomatica es baja (165) y muy variable segln el test utilizado (166).
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Actualmente se estan buscando nuevos antigenos recombinantes que puedan aumentarla

(167).

Algunos estudios utilizan la PCR (168) o qPCR (169) en sangre como métodos de
cribado, pero se ha visto que la positividad de la PCR en estos pacientes es intermitente (170),
dada la baja parasitemia y la corta vida media del DNA (24h). Ademas, los resultados varian
dependiendo de la técnica o secuencias utilizadas (existen multiples técnicas, pocas han sido

validadas en un gran nimero de muestras y ninguna es a dia de hoy la de referencia).

Una prueba que se ha utilizado ampliamente en estudios epidemiolégicos (44,171) es
la leishmanina o test de Montenegro. Se trata de un test cutaneo de hipersensibilidad
retardada a la inyeccidn intradérmica de antigenos de Leishmania, similar al que se realiza para
tuberculosis. Es negativo en enfermedad activa y también en pacientes VIH y otros
inmunodeprimidos que presentan anergia. Esta prueba no se puede realizar en Europa en la
actualidad dado que no se halla comercializado un reactivo de uso en humanos. Ademas se
trata de una prueba poco estandarizada, existiendo diferencias importantes de sensibilidad y
especificidad entre los diferentes antigenos utilizados (172). Por otra parte, la necesidad de

“leer” el resultado 48h después de la inyeccion le resta practicidad en zonas endémicas.

En la actualidad se estan desarrollando otras técnicas in vitro, basadas también en la
existencia de memoria inmunolégica. Estas consisten en la estimulacion de células
mononucleares o sangre completa con diferentes antigenos de Leishmania para evaluar la

respuesta inmune. El antigeno mas utilizado es el SLA, antigeno soluble de Leishmania.

Para medir la respuesta celular linfoproliferativa tras estimulacion con SLA (Cellular
Proliferation Assay to Soluble Leishmania Antigen, CPA-SLA) se aislan células mononucleares

de muestras de sangre periférica, y se cultivan en presencia de SLA. La proliferacidn celular se
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expresa como un indice de estimulacidn, con un punto de corte que define respuesta positiva,
gue seria indicativa de la existencia una respuesta celular especifica contra el pardsito. Se ha
propuesto su uso para predecir recaidas post-tratamiento en sujetos VIH (y por tanto como
criterio para decidir si retirar la profilaxis secundaria) (173), y para detectar exposicién a
Leishmania y confirmar cura en pacientes sometidos a trasplante de drgano sdélido (174). En
estos Ultimos se ha visto que, a pesar de la inmunosupresidn farmacoldgica, algunos pacientes
son capaces de desarrollar una respuesta especifica y efectiva frente al parasito. Esta técnica

se explica en detalle mas adelante (ver Material y Métodos).

Otras técnicas similares evallan el perfil de citoquinas asociado a la estimulacién
antigénica. El perfil encontrado tanto en pacientes curados como en pacientes expuestos
asintomaticos (que se entiende que han tenido una infeccién subclinica) se caracteriza por la
produccién elevada de INF-gamma y también de IL2 y TNF-alfa (175-177). La concentracion de
citoquinas se puede medir por ELISA o técnicas inmunocromatograficas, siendo por tanto
técnicas mas sencillas de implantar, que se han propuesto como marcadores de curacién, para
la deteccidén de infeccidn asintomatica y para monitorizar la respuesta al tratamiento. Otros
biomarcadores estudiados (178) son las quimioquinas IP10 y MIG, asi como la proteina MCP-1
(179), que parecen encontrarse en mayor concentracion y por tanto podrian ser marcadores

mas robustos.

La mas desarrollada hasta el momento es una técnica en para medir la producciéon de
INF-gamma en sangre completa (IGRA, Interferon gamma release assay) modificada de Ila
utilizada para la deteccion de infeccidon tuberculosa latente (QuantiFERON®). Se ha utilizado
para estudiar los perfiles de produccién de citoquinas en diferentes formas de enfermedad
(172,180) y se han realizado ensayos preliminares para evaluar su utilidad en la estimacion de

infeccidon latente en areas endémicas (181).
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Se ha visto una buena correlacidn entre los resultados del test de leishmanina y de la
proliferacién celular y produccién de INF-gamma tras estimulacién con SLA (182). Estas
técnicas de estimulacién con SLA aparecen ya en las Ultimas recomendaciones de la OMS para

la Regidn Europea como posibles sustitutos para el test de leishmanina (22).

Ante la posibilidad de recidiva de la enfermedad, otra de las cuestiones por resolver,
especialmente en poblacién inmunodeprimida, seria si existe algin marcador que establezca
gue la enfermedad estd curada o que pueda informar de una posible recaida. Como hemos
visto, tanto el test de linfoproliferacion CPA-SLA como la medicidn de interferon gamma se han
propuesto como marcadores de curacion (si son positivos) o de recidiva (si negativizan). La
serologia o la PCR presentan para este fin similares limitaciones que para la deteccién de
infeccion asintomatica. La PCR suele negativizar rdpidamente tras las primeras dosis de
tratamiento mientras aun persisten las manifestaciones clinicas, y un resultado negativo no
excluye enfermedad activa en los diferentes drganos. La serologia por su parte puede tanto

negativizar como permanecer elevada durante meses o afios tras la curacion (183).
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2 HIPOTESIS DE TRABAJO Y OBJETIVOS

Existe, como hemos visto, escasa evidencia del riesgo de leishmaniasis en pacientes

inmunodeprimidos no VIH, y en concreto en pacientes bajo tratamiento anti-TNF.

En el contexto de un brote Unico en Europa hemos tenido la oportunidad de intentar
conocer mejor la evolucién inmunolégica de estos pacientes antes y después del tratamiento
anti-TNF, los factores de riesgo para padecer leishmaniasis visceral, y las mejores pautas de

manejo tanto de pacientes de alto riesgo como de pacientes enfermos.

Los habitantes de Fuenlabrada han tenido una alta tasa de exposicidn a L. infantum, y

un porcentaje de esa poblacién no habria eliminado el pardsito a pesar de estar asintomatica.

Estimamos que la incidencia global de enfermedad serd superior en los pacientes con
farmacos anti-TNF que en la poblacidn inmunocompetente. Identificar las formas de
presentacion clinica y los potenciales factores de riesgo permitiria diagnosticar a los pacientes
de forma precoz. Partimos de la hipdtesis de que los resultados de los test parasitoldgicos e
inmunolégicos de los pacientes expuestos se alterarian después de iniciar tratamiento con
terapias bioldgicas, suponiendo que el uso de estos test antes o durante el tratamiento

permitiria identificar pacientes asintomaticos con alto riesgo de enfermedad.

Los objetivos del presente estudio son:

1. Estimar la prevalencia de exposicion a Leishmania infantum en pacientes en
tratamiento anti-TNF asintomaticos en una zona de alta endemia y estimar el riesgo de
estos pacientes en tratamiento anti-TNF, expuestos y asintomaticos, de evolucionar a
enfermedad activa.

2. Calcular la incidencia acumulada y la tasa de incidencia de leishmaniasis visceral y
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5.

48

cutanea en la cohorte de pacientes en tratamiento anti-TNF que viven en la zona del
brote.

Describir el cuadro clinico y evoluciéon de los pacientes en tratamiento inmunosupresor
(corticoesteroides, metotrexato y farmacos anti-TNF) que han desarrollado la
enfermedad durante el brote.

Determinar los factores de riesgo para la exposicion a Leishmania y para el desarrollo
de enfermedad en pacientes en tratamiento anti-TNF.

Validar la utilidad del test de linfoproliferaciéon a SLA (Cellular Proliferation Assay to
Soluble Leishmania Antigen, CPA-SLA) en el manejo de los pacientes en tratamiento

inmunosupresor.
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3 MATERIALY METODOS

3.1 Ambito del estudio, disefio y muestras

Fuenlabrada es un municipio situado en el suroeste de la Comunidad de Madrid, a 22
km de la capital. Posee una superficie de 39.41 km?, y una poblacién de 194 669 habitantes
(INE 2017), siendo actualmente el cuarto municipio mas poblado de la Comunidad. Desde los
afios 70 tuvo un crecimiento demogréfico exponencial, debido en gran parte a las migraciones
desde Andalucia y Extremadura en los afios 80 y en las ultimas décadas a la migracion
extranjera. De forma paralela a este crecimiento demogréfico, pasé de ser un entorno rural y
agricola a urbano.

El Hospital Universitario de Fuenlabrada (HUF) es una empresa publica con
personalidad juridica propia, creada por la Ley 13/2002 de la Comunidad de Madrid. Esta
adscrito a la Consejeria de Sanidad de la Comunidad de Madrid a través de la Viceconsejeria de
Asistencia Sanitaria, y en la prestacién de asistencia sanitaria funcionalmente a través del
Servicio Madrilefio de Salud (SERMAS). Inicié su actividad en enero de 2004 y cubre la
asistencia sanitaria de los habitantes de Fuenlabrada, Moraleja de Enmedio y Humanes
(poblacién asignada aproximada 219 000 personas), de la antigua Area 9 hasta la creacién del

Area Unica en 2011.

3.1.1 Objetivos1,2vy4

Se realizd un seguimiento observacional y prospectivo de la cohorte de individuos en
tratamiento con farmacos anti-TNF (adalimumab, etanercept, golimumab, infliximab o
certolizumab) en el Hospital Universitario de Fuenlabrada (“cohorte anti-TNF”) desde el inicio
del brote (junio de 2009) hasta diciembre de 2015. Se trata en su mayoria de pacientes en
seguimiento por patologias dermatoldgicas, reumatoldgicas o digestivas, en las consultas de

dichas especialidades. Al tratarse de una medicacién de dispensacion exclusivamente
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hospitalaria, todos los pacientes de la “cohorte anti-TNF” se reclutaron a través del servicio de

Farmacia del Hospital.

3.1.2 Objetivo 3

Para el estudio descriptivo de los casos de enfermedad activa, se recogieron de forma
retrospectiva los datos de todos los pacientes atendidos en el HUF entre el 1 de junio de 2009
y el 31 de diciembre de 2015 con diagndstico de leishmaniasis (visceral, mucosa o cutanea)
que estuvieran en tratamiento inmunosupresor (corticoides, metotrexato, farmacos anti-TNF).
A éstos se les realizaron las pruebas complementarias habituales de la practica clinica a criterio

de su médico segun la sospecha diagndstica inicial y su evolucion.

Desde enero de 2013 a estos pacientes se les extrajeron muestras enviadas al Instituto
de Salud Carlos Ill para la realizacién de los mismos test que a los pacientes descritos
posteriormente en el objetivo 5: test parasitoldgicos y seroldgicos, el test de linfoproliferacion
con SLA (CPA-SLA) y en algunos casos la deteccion de interferon gamma. Estas
determinaciones se realizaron por tanto en todos los pacientes tras el tratamiento (curados), y
en los pacientes que enfermaron con posterioridad a dicha fecha, se solicitaron también al

diagnostico (con la enfermedad activa).

Se excluyeron los pacientes de nuestra zona inmunodeprimidos por causa de un
trasplante de dérgano sélido, dado que realizan seguimiento en otro centro. También se
excluyeron los pacientes menores de 18 afos. Tras el alta los pacientes fueron seguidos hasta

el 31 de diciembre de 2017.

3.1.3 Objetivos1y5

Para calcular el tamafio muestral necesario para estimar la exposicion a Leishmania en
pacientes asintomaticos (objetivo 1) tomamos la “cohorte anti-TNF” en ese momento (agosto

de 2013, 196 pacientes), y con un nivel de confianza del 95% y una precisién del 5%, asi como
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una proporcién estimada de exposicién a Leishmania del 15% (en base a los datos obtenidos

de la cohorte de pacientes VIH (184)), obtuvimos un tamafo muestral de 98 pacientes.

Se reclutaron en total 104 individuos asintomaticos de esta cohorte, que incluyeron
todos los pacientes que iniciaron tratamiento anti-TNF entre el 1 de agosto de 2013 y el 31 de
julio de 2014, asi como una muestra de la “cohorte anti-TNF” en esa fecha. Estos individuos
que estaban en tratamiento anti-TNF antes del inicio del estudio se reclutaron mediante
llamada telefénica por orden alfabético del primer apellido a un listado de los pacientes

separados por los diferentes farmacos.

Para estos, los criterios de inclusion fueron:

- Individuo que hubiera recibido al menos un mes de tratamiento anti-TNF durante el
primer afio de duracién del estudio, o que hubiera comenzado el mismo en dicho periodo.

- Mayor de 18 afios.

- Que concediera por escrito su consentimiento para participar en el estudio.

Los criterios de exclusion fueron:
- Individuo que no tuviera al menos una analitica durante el primer afio de duracion
del estudio.

- Individuo que no completara al menos un mes de tratamiento con anti-TNF.

A todos ellos se les realizd un seguimiento clinico hasta el 31 de diciembre de 2017 y
un seguimiento analitico durante un afio desde su inclusién en el estudio. Se realizd una
analitica basal a su inclusién en el estudio (en los pacientes que iniciaron terapia bioldgica
durante el estudio esta determinacidn se realizé en el mes previo al inicio de la misma), y

analiticas posteriores a los 6 y 12 meses de su inclusion en el estudio (0, +6, +12). En el caso de
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los individuos que iniciaron terapia tras su inclusién en el estudio, también se realizé una

analitica a los 2 meses del inicio del tratamiento (Pre-tratamiento, +2, +6, +12).

Cada analitica constaba de:
- Hemograma y bioquimica bdasica con perfil hepatico y reactantes de fase aguda
(realizada en Servicio de Analisis Clinicos del HUF).
- Una muestra enviada a la Unidad de Chagas y Leishmaniasis del Centro Nacional de
Microbiologia/Instituto de Salud Carlos Ill, donde se realizaron:
o Andlisis parasitoldgicos (Cultivo, PCR, PCR cuantitativa).
o Andlisis seroldgico (Tira inmunocromatografica basada en rk39, ELISA e IFAT).
o Caracterizacion de la respuesta inmune celular incluyendo andlisis por
citometria de las poblaciones celulares circulantes (CD4+, CD8+, células B, NK)
o Estudio de linfoproliferacién celular (o test de transformacion linfobl3stica),
para cuantificar la respuesta celular especifica frente a los antigenos del
pardsito y medir los niveles de citoquinas.
o Método de secrecion de IFNgamma (IGRA) Ellspot para determinar la

respuesta celular.

Estos test se explican detalladamente mas adelante.

3.2 Definiciones

Prevalencia: proporcién de individuos de un grupo o una poblacién que presentan un
evento determinado en un momento o periodo determinado de tiempo (prevalencia de

periodo).

Incidencia: numero de individuos que desarrollan una enfermedad en un periodo

determinado y en una poblacidn determinada.
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Tasa de incidencia (Tl): o densidad de incidencia, es la relacidn entre el nimero 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.

Incidencia acumulada (IA): es la proporcidon de individuos que desarrollan el evento

durante el periodo de seguimiento de la cohorte.

Enfermo de leishmaniasis: paciente sintomatico en relacidn con infeccién documentada
por Leishmania (Se requiere visualizacion al microscopio de Leishmania, aislamiento de
Leishmania por cultivo o deteccién de DNA de Leishmania por PCR en cualquier érgano o en

sangre) o con serologia positiva.

Paciente con exposicion a Leishmania (“paciente expuesto”): paciente con infeccidon

documentada por Leishmania, serologia positiva o respuesta celular positiva para Leishmania.

En el caso de pacientes con resultados en rango dudoso de CPA-SLA o serologia, se ha
considerado expuesto si tiene alguna otra determinacién positiva, descartdndose para el

analisis los pacientes que tuvieran Unicamente resultados en rango dudoso.

Paciente con exposicidn a Leishmania asintomatico: paciente que cumple la definicién de

exposicion previa y se encuentra asintomatico.

3.3 Métodos

3.3.1 Objetivo 1

Para estimar la prevalencia de exposicién a L. infantum del total de la “cohorte anti-
TNF”, se ha analizado el nimero de individuos expuestos de la muestra de pacientes
asintomaticos reclutada y se ha extrapolado al total de la “cohorte anti-TNF” incluyendo los

pacientes enfermos.
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Se realizd un seguimiento de los pacientes expuestos asintomaticos durante el periodo

de estudio para valorar el riesgo de desarrollar enfermedad activa.

3.3.2 Objetivo 2

Para el cdlculo de la incidencia acumulada y la tasa de incidencia se han usado los
datos del Servicio de Farmacia del Hospital sobre el nimero de pacientes bajo tratamiento

anti-TNF al inicio del brote y durante el mismo, asi como la duracién de estos tratamientos.

3.3.3 Objetivo 3

Se ha realizado un andlisis descriptivo de los casos de leishmaniasis visceral, mucosa y
cutanea ocurridos en pacientes en tratamiento inmunosupresor entre el 1 de junio de 2009 y
el 31 de diciembre de 2015, incluyendo el cuadro clinico, diagnéstico, tratamiento, evolucién,

recaidas etcétera.

Se recogieron de forma retrospectiva los datos sociodemograficos y clinicos de los
pacientes ingresados en nuestro centro con diagndstico de leishmaniasis visceral o mucosa.
Por otra parte, se analizaron los datos recogidos y cedidos por el Servicio de Dermatologia y el

Servicio de Medicina Preventiva y Salud Publica sobre los casos de leishmaniasis cutanea.

La distancia entre el domicilio de los pacientes y el parque se calculé midiendo la
distancia mas corta en linea recta al limite mds cercano del parque, mediante un mapa online

(Google Maps; Google Inc., Mountain View, CA).

3.3.4 Objetivo 4

Se han analizado los posibles factores de riesgo para exposicidn a Leishmania, asi como
para leishmaniasis visceral, mucosa o cutanea en estos pacientes, comparando las cohortes de

pacientes expuestos/no expuestos y enfermos/expuestos asintomaticos.
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Se contrasta la hipdtesis nula que presupone la independencia entre la variable
dependiente (enfermo/expuesto asintomatico) y las variables independientes: Edad, sexo,
nacionalidad, enfermedad de base que motiva el tratamiento inmunosupresor, otros factores
de inmunodepresién, tipo de tratamiento anti-TNF, inmunosupresores asociados (corticoides,
metotrexato) y distancia al parque Bosquesur. Para expuesto/no expuesto las variables

independientes analizadas han sido edad, sexo y distancia al Parque.

Para ello se ha realizado un andlisis univariante mediante las pruebas Chi
cuadrado/test exacto de Fisher para las variables nominales, U de Mann-Whitney para las
variables ordinales y T de Student para las variables paramétricas, y posteriormente dos
modelos de regresion logistica binaria para valorar los posibles factores de confusion. Para las
variables que presentan una asociacién estadisticamente significativa se ha calculado el odds

ratio con un intervalo de confianza del 95%.

3.3.5 Objetivo 5

Se describen los resultados del test de linfoproliferacién CPA-SLA en las diferentes
formas clinicas y diferentes etapas de enfermedad en estos pacientes, y se analiza su utilidad
como marcador de curacion, como predictor de recidiva tras un episodio de leishmaniasis
visceral, como método de cribaje de infeccién asintomdtica y como predictor del riesgo de
enfermedad en pacientes expuestos, comparandolo en cada caso con otros posibles
marcadores (test parasitolégicos, seroldgicos, INF-gamma). Para el analisis de los posibles
marcadores de curacion se ha empleado el estadistico Chi cuadrado para valorar la asociacién
entre la variable dependiente (enfermedad activa/curada) y las variables independientes
(positividad de los distintos test), calculando en caso de significacion estadistica el odds ratio

con un intervalo de confianza del 95%.
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3.4 Técnicas de laboratorio (Instituto de salud Carlos Ill)

3.4.1 Cultivos en medio NNN (Novy-MacNeal-Nicolle)

Se cultivaron los aspirados y biopsias de médula ésea realizadas a los pacientes
enfermos de leishmaniasis visceral, y las células mononucleares de sangre periférica en todos
los pacientes. La presencia, viabilidad y cantidad de parasitos se determina mediante el cultivo
en medio NNN vy la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para Leishmania en la médula
Osea y células de sangre periférica, y la observacién al microscopio, tras tincién de Giemsa, del

aspirado de médula dsea.

Las células mononucleares de sangre periférica (PBMCs) son resuspendidas en NET-10
y se cultivan en medio NNN 50 pl/muestra. Los cultivos se mantienen en estufa a 272C de
temperatura y son examinados cada 7 dias mediante microscopia para determinar la
presencia/ausencia de parasito. La muestra es considerada negativa cuando no se observan

promastigotes tras 28 dias de cultivo.

3.4.2 Aislamiento de ADN gendmico y PCR en tiempo real

El aislamiento de ADN gendmico y la PCR en tiempo real o qPCR se realizaron segun los
métodos descritos por Cunha et al (185). Se obtiene el ADN gendmico a partir de 100 ul de
sangre con anticoagulante citrato-EDTA, mediante extraccion con fenol/cloroformo vy
precipitacion con etanol. El ADN precipitado se resuspende en agua destilada estéril ajustando
la concentracion a 10 ng/ul (5x104 parasitos/ul), tras lectura espectrofotométrica a 260 nm
(Ultrospec 3000, Pharmacia Biotech, USA). La deteccidon del pardsito se realiza mediante un
protocolo de PCR anidada especifica del género Leishmania (LnPCR). 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 distintos en cada paso. La diana de la
reaccién de amplificacién 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
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género Leishmania, al mismo tiempo que presenta diferencias con otros organismos. 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 realizéd una técnica de PCR
cuantitativa a tiempo real. Para ello se emplea el termociclador de alta velocidad LightCycler
(Roche Diagnostics, Espafia) y el kit LightCycler FastStart DNA Master SYBR Green | (Roche

Diagnostics, Espaina).

3.4.3 Estudio de la respuesta inmune

Se realizd una evaluacion de la respuesta tanto celular como humoral. Esta ultima se
realizd mediante ensayos de inmunofluorescencia indirecta (IFI) y de inmunoensayo
enzimatico (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.

3.4.3.1 Determinacion de la respuesta inmune humoral

- Inmunofluorescencia indirecta (IFl): Los anadlisis se realizan con las muestras de
plasma utilizdndose una suspensién 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 uno positivo. Tras una incubacién de 30 minutos en una cdmara humeda a 379C, se
realizan tres lavados con PBS (solucidn salina tamponada con fosfato) a temperatura ambiente
mediante agitacidn ligera y posteriormente se procede a realizar diluciones desde 1/20 hasta
1/640 para determinar los niveles totales de 1gG. Para esto, se utiliza el anticuerpo anti-IgG
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

observacién se realiza mediante un microscopio de fluorescencia (Dialux 20EB, Leitz,
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Alemania), estimandose la prueba como positiva cuando la muestra presenta un titulo de

anticuerpos igual o superior a 1/80.

- Inmunoensayo enzimatico (ELISA): Se realiza la técnica de ELISA para la
determinacién de anticuerpos frente a los antigenos rk39 y SLA en placas de 96 pocillos de
fondo plano (Nunc, Dinamarca). La sensibilizacion de las placas se hace diluyendo los antigenos
en tampon carbonato (Na2CO3 15 mM, NaHCO3 28 mM, pH 9.6), empleando rk39 y SLA en
cada pocillo. Tras la incubacién durante toda la noche a 42C, las placas se bloquean 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
albumina sérica bovina (BSA) al 1% para SLA. Tras 30 minutos de incubacién a temperatura
ambiente, se procede al lavado de las placas con PBS-T al 0.1% cinco veces. A continuacidn, 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 segin describimos anteriormente.
Las muestras se incuban 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 continuacién. Se afade el sustrato dcido benzotiazolina azino-sulfénico
(ABTS) siguiendo las instrucciones del fabricante (Sigma, USA) y la reaccidn se detiene con
dodecil sulfato sddico (SDS, Sigma, USA) al 5%, realizandose la lectura a una absorbancia de
405 nm mediante un espectrofotdmetro para placas ELISA (Merk ELISA System MIOS, Merk,
Alemania). Los datos del cut-off del ELISA son los siguientes: </=0.139 negativo, 0.140-0.169

dudoso, >/=0.170 positivo.

- Tira inmunocromatografica basada en rK39: Se trata de unas tiras reactivas

compradas a los laboratorios Leti, y utilizadas segun las instrucciones del fabricante.
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3.4.3.2 Determinacion de la respuesta inmune celular

- Obtencién del Antigeno soluble de Leishmania: El antigeno soluble de Leishmania se
obtiene a partir de un cultivo de promastigotes en fase estacionaria de la cepa: JPC strain,
MCAN/ES/98/LLM-722 de L. infantum. Se realizan lavados consecutivos en PBS (phosphate-
buffered saline), tras obtener el cultivo. El precipitado celular 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 solucidn se centrifuga a 27000 g
durante 20 minutos a 49Cy el sobrenadante es alicuotado y almacenado a -802C hasta su uso.
La composicién del homogeneizado se comprueba mediante electroforesis SDS-PAGE, y la
determinacién de la concentracion proteica se realiza 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
y las células se tratan con un buffer de lisis eritrocitario ACK (0.15M NH4CI, 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 IU/ml de penicilina, 100 pg/ml estreptomicina, 2 mM de Lglutamina, 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 CO; atmosférico a 37°C. La proliferacidn celular se mide con la
incorporacidon de bromodeoxiuridina utilizando el Cell Proliferation Biotrak ELISA kit (General

Electric Healthcare Life Sciences, UK).
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El precipitado obtenido de PBMCs se resuspende en 5 ml de medio ACK (NH4CI 155
mM, KHCO3 100 mM, EDTA 0.1 mM, pH 7.2) y se incuba durante 5 minutos a 429C.
Posteriormente, se afiade PBS hasta un volumen aproximado de 50 ml y se centrifuga a 800g
durante 10 minutos a 42C. Tras otro lavado con PBS, las células se resuspenden en 5 ml de
medio completo, y se toma una muestra de 15 pl para realizar el recuento celular en cdmara

de Neubauer.

- Linfoproliferacion celular: Para determinar el aumento de la proliferacion celular
inducida por la estimulaciéon 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 linfoproliferacién de la muestra del paciente estimulada con SLA frente al control.
El punto de corte o cut-off para considerar una respuesta linfoproliferativa frente a SLA
positiva se calculé mediante el drea bajo la curva (AUC) de las diferentes curvas ROC (Receiver
Operating Characteristic, o Caracteristica Operativa del Receptor) con intervalo de confianza
del 95%. Asi, para pacientes asintomaticos se utilizé una curva ROC realizada con los datos de
la CPA de 30 pacientes expuestos a Leishmania asintomaticos, frente a 60 negativos, siendo el
punto de corte 1.972 +/-10% con un 100% de sensibilidad y especificidad. Se consideré por
tanto que la respuesta menor o igual a 1.773 es negativa, 1.774-2.168 dudosa e igual o mayor
de 2.169 positiva. Para los pacientes sintomaticos, en los casos de LV el cut-off para respuesta
positiva es mayor o igual a 2.53 y en los casos de LC fue mayor o igual a 2.26. En los casos de

LM se utilizé el cut-off de LV.

Se mididé asimismo la expresién de interferon gamma en 50 ul de los sobrenadantes de
las PBMCs estimuladas. Para ello se utilizé el kit CBA Human Soluble Protein Flex Set Capture

Bead siguiendo las instrucciones del fabricante BD (Becton Dickinson, BD Espafa). Los
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resultados obtenidos mediante citometria de flujo fueron analizados utilizando el programa
Fcap Array (versidon 3.0.1). Los datos se expresan en pg/ml, encontrandose el limite de
deteccion de la técnica en 10 pg/ml. Para los casos de enfermedad visceral la positividad se ha
fijado en 133.4 pg/ml y para las formas cutaneas en 314.1 pg/ml. Para las formas mucosas se

ha utilizado el cut-off de las cutaneas.

3.5 Andlisis estadistico

Todos los datos enumerados previamente se recogieron en una base de datos que se
analizd mediante la aplicacion estadistica SPSS versién 15.0 (SPSS Inc., Chicago, IL). Las
variables cualitativas se han caracterizado mediante la distribucién de sus frecuencias
absolutas y relativas. Las variables cuantitativas son ofrecidas a través de su media o mediana

+ desviacion estandar (DE), rango, rango intercuartilico o intervalo de confianza del 95%.

El analisis estadistico se detalla en cada objetivo. Se ha fijado un valor de p <0.05

como nivel de significacidn estadistica.
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3.8 Consentimiento informado

A todos los potenciales participantes en el estudio se les informd de forma escrita y
verbal, entregandose una hoja informativa (ANEXO 1) y solicitdndose su consentimiento para
participar en el mismo. El tratamiento de la informacidn clinica de los pacientes se ajusté a lo
dispuesto en la Ley Organica 15/1999, de 13 de diciembre, de Proteccion de Datos de Caracter
Personal. El estudio fue aprobado por el Comité de Etica e Investigacién Clinica del Hospital

Universitario de Fuenlabrada en octubre de 2013.

62



Impacto de un brote de leishmaniasis en poblacién inmunosuprimida no VIH

4  RESULTADOS

4.1 Objetivo 1

Estimar la prevalencia de exposicion a Leishmania infantum en pacientes en tratamiento
anti-TNF asintomaticos en una zona de alta endemia y estimar el riesgo de estos pacientes en

tratamiento anti-TNF, expuestos y asintomaticos, de evolucionar a enfermedad activa

Segun datos del Servicio de Farmacia, 435 pacientes han recibido tratamiento con
farmacos anti-TNF en algiin momento entre el 1 de junio de 2009 y el 31 de diciembre de 2015.
Durante este periodo existen pacientes que han cambiado una o mas veces de farmaco,
habiendo recibido en algin momento etanercept 160, adalimumab 151, infliximab 136,

certolizumab 69 y golimumab 46.

En este periodo ha habido 12 casos de leishmaniasis en estos pacientes (4 casos de LV, 8

casos de LC).

Se recluté una muestra de 104 pacientes asintomaticos (ver Anexo Il). En base a las
definiciones previamente descritas, se clasific6 como expuestos a 46 y como no expuestos a 56.
Estos 46 casos se han clasificado como expuestos por el resultado positivo del test de
linfoproliferacién a SLA (en cuatro casos ademads tenian serologia positiva). Existen 2 casos que
no se han podido clasificar definitivamente como expuestos o no (tenian una Unica
determinacién de CPA-SLA, en rango dudoso, y el resto de resultados negativos), y se han
excluido del andlisis. Por tanto, la proporcion de individuos expuestos en nuestra muestra es el

45.09%.

Asi, de los 423 pacientes “no enfermos” de la cohorte estarian infectados 190 (IC 95%

155-226). El nimero de pacientes expuestos en la cohorte seria por tanto 190+12: 202
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expuestos, lo cual nos da una prevalencia de exposicion a L. infantum del 46.43% (IC 95%
38.39%-54.71%) en el total de la cohorte de pacientes en tratamiento anti-TNF en nuestra zona.

El ratio de infeccidn asintomatica/sintomatica seria 15:1.

En el grupo de pacientes asintomaticos expuestos se planted como objetivo estimar el
riesgo de desarrollar enfermedad activa. En el tiempo de seguimiento ninguno de estos
pacientes ha presentado leishmaniasis visceral ni cutdnea. En el objetivo 5 se describe cémo ha

sido el seguimiento de estos pacientes en cuanto al resultado del test de linfoproliferacién.

4.2  Objetivo 2

Calcular la incidencia acumulada y la tasa de incidencia de leishmaniasis visceral y cutanea

en la cohorte de pacientes en tratamiento anti-TNF que viven en la zona del brote

Para el calculo de la incidencia acumulada vy la tasa de incidencia se han usado los datos
del Servicio de Farmacia sobre el nimero de pacientes bajo tratamiento anti-TNF al inicio del

brote y durante el mismo, asi como la duracidn de estos tratamientos.

El inicio del periodo de exposicién se considerd el 1 de junio de 2009 (declaracidn del
brote) para los pacientes que tomaban tratamiento inmunosupresor previamente, y la fecha de
inicio de tratamiento para los que lo iniciaron posteriormente. En ambos casos se extendié hasta

el diagndstico, la retirada del tratamiento o el 31 de diciembre de 2015.

Al inicio del brote el nimero de pacientes en tratamiento anti-TNF era 104, pero el
numero total de pacientes que han estado en tratamiento en algin momento hasta el 31 de
diciembre de 2015 ha sido 435, lo que es muy ilustrativo del gran auge que han tenido estos
tratamientos en estos afios, pero dificulta el calculo de la incidencia acumulada de enfermedad,

que estaria entre 0.9% y 3.84% para LV y entre 1.83% y 7.69% para LC.
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El periodo de riesgo (suma del tiempo en tratamiento con farmacos anti-TNF de cada
paciente) de estos pacientes ha sido de 377 558 dias, 1034 pacientes-afo. La tasa de incidencia
seria por tanto 386.84 casos por 100 000 pacientes-afio para LV y 773.69 casos por 100 000

pacientes-afio para LC.

En cuanto al riesgo relativo de cada farmaco, aunque el nimero de casos es pequefio
para hacer comparaciones, podemos ver las tasas de incidencia para cada uno en la Tabla 2 (se

ha realizado el calculo para infeccién sintomatica, incluyendo LCy LV).

Tabla 2: Tasa de incidencia de leishmaniasis sintomatica por farmacos

Tasa de incidencia

Dias de riesgo (afios) Numero de casos (casos/100 000 pac-afio)
Adalimumab 107 000 (293.15) 5LC+1LV 2046.73
Certolizumab 26 410 (72.35)
Etanercept 119 037 (326.12) 2LV 613.27
Golimumab 22 571 (61.83) 1LC 1617.33
Infliximab 102 540 (280.93) 2LC+1LV 1067.88
Total dias 377 558

4.3  Objetivo 3

Describir el cuadro clinico y evolucidn de los pacientes en tratamiento inmunosupresor
(corticoesteroides, metotrexato y farmacos anti-TNF) que han desarrollado la enfermedad

durante el brote

Entre junio de 2009 y diciembre de 2015 hubo 27 casos de leishmaniasis en pacientes
que recibian algun tratamiento inmunosupresor (metotrexato, corticoides o farmacos anti-TNF).

En la Tabla 3 se describen sus principales caracteristicas. De estos casos, 15 fueron leishmaniasis
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viscerales, 10 cutaneas y 2 mucosas. La media de edad al diagndstico fue 57.15 afios (DS 13.98) y
la mediana 58 afios (RIQ 24). El 44.4% (12) de los casos se dio en mujeres. Unicamente 2 casos
fueron pacientes de nacionalidad extranjera (procedentes de Cuba y de Nigeria, ambos de raza
negra), el resto fueron espanoles de raza caucasica. Los pacientes extranjeros llevaban mas de 5
afios en Espafia y no habian realizado viajes a su pais en los 6 meses previos al inicio de

sintomas.

Tabla 3: Casos de leishmaniasis. Caracteristicas generales de los pacientes

Paciente Sexo/edad Enfermedad Otra Tiempo de CE Mtx Anti- Otros
de base inmunodepresion  tratamiento TNF
(extranjero)
LV1 M 68 AR >1 afio CE Mtx
N%
Lv2 V 50 Ell 4 meses CE
4
LV3 V 88 EPOC >1 afio, CE
ciclos ™
LV4 V 64 APs >1 afio Mtx
LV5 V 40 NIU >1 afio CE Aza
4
LV6 M 54 AR DM >lafio CE  Mtx Eta
4
LV7 = M 69 (Cuba) AR DM 4 meses CE Mtx
&~
LV8 V 54 APs Mtx >1 afno, @ CE Mtx Eta
Eta 10 N%
meses
(previo Ada)
LV9 V 65 EPOC Enolismo, >1 afio, CE
desnutricion ciclos ™
Lvi10 M 44 Ell >2 afos Inflix Aza
LVi1 M 60 AR >1 afio Mtx 1L20
Lv12 M 47 Ell 16 meses Ada
LV13 M 44 Ps >1 afio Mtx
LV14 V72 ACG >1 afio CE
™
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Paciente Sexo/edad Enfermedad Otra Tiempo de CE Mtx Anti- Otros
de base inmunodepresion tratamiento TNF
(extranjero)
LV15 =V 33 (Nigeria) NT 5 meses CE
/I\
LM1 V 65 AR > 1 afio Mtx
LM2 M 71 AR >1 afio CE Mtx
/I\
LC1 V31 Ps >2 afos Mtx Inflix
Lc2 V 40 AR 14 meses CE Mtx Goli
N%
LC3 Va4 Ell >2 afios Inflix Aza
LC4 M 58 AR >1 afio CE Mtx
4
LC5 M 62 AR >2 afios Ada
LC6 M 60 Ps >2 afios Mtx Ada
LC7 V 50 Ps >2 afios Ada
LC8 M 75 AR >2 afnos CE Ada Leflunomida
4
LC9 V75 AR DM >2 afios CE Mtx Ada
4
LC10 V 49 AR 6-12 meses CE Mtx
N%

ACG: arteritis de células gigantes, Ada: adalimumab, AR: artritis reumatoide, APs: artritis psoridsica,
Aza: azatioprina, CE: corticosteroides, DM: diabetes mellitus, Ell: enfermedad inflamatoria intestinal,
EPOC: enfermedad pulmonar obstructiva crénica, Eta: etanercept, Goli: golimumab, IL-20: anticuerpo
monoclonal anti-IL-20, Inflix: infliximab, Mtx: metotrexato, NIU: neumonia intersticial usual, NT: Nefritis
tubulointersticial, Ps: psoriasis.

Tiempo de tratamiento: Tiempo desde el inicio del tratamiento inmunosupresor al inicio de sintomas.
Corticoides: MDosis altas (>30mg/dia), | Bajas (<5mg de prednisona al dia), ¢$>Medias (5-10 mg de
prednisona al dia).

Los pacientes presentaban como enfermedades de base artritis reumatoide (44.4%, 12

pacientes), enfermedad inflamatoria intestinal (14.8%, 4), psoriasis (14.8%, 4), EPOC (7.4%, 2),

artritis psoridsica (7.4%, 2), neumonia intersticial usual (3.7%, 1), arteritis de células gigantes

(3.7%, 1) y nefritis tubulointersticial por AINEs (antiinflamatorios no esteroideos, 3.7%, 1). Tres
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pacientes presentaban diabetes tipo 2 como factor de inmunosupresién adicional, y un paciente

presentaba enolismo crénico y desnutricién.

6 de los pacientes (22.2%) recibian tratamiento con corticoesteroides, 4 (14.8%)
metotrexato y 5 (18.5%) tratamiento anti-TNF. El resto recibian tratamiento combinado: 5
(18.5%) recibian corticoides y metotrexato; 2 (7.4%) metotrexato y un farmaco anti-TNF; 1
(3.7%) corticoides y un farmaco anti-TNF y 4 (14.8%) tratamiento con corticoides, metotrexato y
un farmaco anti-TNF. Entre los 12 pacientes que recibian farmacos anti-TNF solos o en
combinacion, 6 recibian adalimumab, 3 infliximab, 2 etanercept y uno golimumab. La inmensa
mayoria de los casos (81.4% (22)) llevaban con dicho tratamiento mas de un afio al inicio de los
sintomas. 4 pacientes recibian otros tratamientos inmunosupresores de forma concomitante: en
tres casos azatioprina, en uno leflunomida y en otro un ensayo clinico con un anticuerpo
monoclonal anti-IL-20. En cuanto a las dosis de corticoides, 4 pacientes (25% de los 16 pacientes
en tratamiento con corticoides solos o en combinacién) tomaban una dosis baja (menos de 5mg
de prednisona o equivalente al dia), 7 pacientes (43.75%) una dosis media (5-10mg de

prednisona o equivalente al dia) y 5 pacientes (31.25%) una dosis alta (30mg/dia o mas).

En la Figura 7 se puede ver la evolucion del brote en cuanto a nimero de casos. El mayor

pico de incidencia se dio entre 2011 y 2014, aunque en 2015 se diagnosticaron aun dos casos.

En cuanto a los meses de diagndstico (Figura 8), las LC se diagnosticaron de forma
predominante en los meses de primavera-verano (tres en junio, tres en agosto, una en
septiembre, una en marzo y una en abril, una en enero) y las LV en los meses de otofo-invierno
(tres en noviembre, cuatro en enero, una en octubre, una en febrero, una en marzo, una en

abril, una en mayo, dos en junio, una en agosto). Ambas LM se diagnhosticaron en julio.
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Figura 7: Distribucidon de los casos de enfermedad por afio de diagndstico
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Figura 8: Distribucidon de los casos de leishmaniasis por mes de diagnéstico
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La distancia media de la vivienda de los pacientes al parque Bosque Sur, situado al norte
de Fuenlabrada y que se considera el foco del brote, fue 1120 metros (DS 1081.57, mediana 840
metros, RIQ 740). En la Figura 9 se muestra la localizacién de las viviendas de los pacientes vy el

parque.

Figura 9: Localizacion de las viviendas de pacientes enfermos
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4.3.1 Leishmaniasis visceral

Los casos de leishmaniasis visceral se describen en detalle en la Tabla 4. Los sintomas
mas frecuentes presentados por los pacientes al ingreso se enumeran con sus frecuencias en la
Figura 10. Otros sintomas en frecuencia decreciente fueron rinorrea o diarrea (en ambos casos
presentados por dos pacientes, 13.3%), y sincope, deterioro del estado general, lumbalgia, dolor
toracico, dolor en miembros inferiores, linfadenitis, dolor abdominal u odinofagia, cada uno de

ellos presentes en un caso (6.6%).

Figura 10: Casos de LV: sintomas mas frecuentes

86,60%
Porcentaje de pacientes

™ Fiebre 86,60%

Astenia 53,30%

Pérdida de peso 33,30%

Tos 33,30%

Cefalea 20%

Anorexia 20%

10 pacientes (66.6%) presentaron esplenomegalia a la evaluacion clinica o ecografica.

Todos los pacientes presentaban pancitopenia e hiperferritinemia (salvo un paciente en
el que no se solicito la determinacién de ferritina). La cifra media de ferritina fue 5826 ng/ml (DS
11119.76) y la mediana 2605 ng/ml (RIQ 4640.5). Otros reactantes de fase aguda se elevaron de
manera discreta: La cifra media de PCR fue 9.3 g/dl y la mediana 8.6g/dl (DS 7.17, RIQ 11.1). El
40% de los pacientes tuvo PCR por encima de 10 g/dl. La cifra media de VSE (determinacién

obtenida Unicamente en 10 pacientes) fue 60.8 (mediana 56.5, DS 36.8, RIQ 42.25).
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En la Tabla 5 se resumen los test diagndsticos realizados y la positividad de cada uno. El
diagnéstico se realizd fundamentalmente mediante serologia ELISA y PCR en médula dsea,
ambas pruebas fueron positivas en el 100% de los pacientes. La serologia rdpida basada en la
deteccion de anticuerpos frente al antigeno rk39 fue positiva en 8 de los 13 casos en los que se

realiz (61.5%).

Tabla 5: Casos de leishmaniasis visceral: Resultados de los test diagndsticos (determinaciones
positivas/realizadas)

Serologia rk39 8/13 (61.5%)

Serologia ELISA 15/15 (100%)

Aspirado médula dsea 8/15 (53.33%)

PCR en médula 6sea 15/15 (100%)
PCR en sangre 5/6 (83.33%)
Cultivo médula ésea 3/5 (60%)

Respecto al retraso diagndstico (dias desde el inicio de sintomas al inicio de
tratamiento), hubo una paciente con un retraso muy importante: LV10, que presentaba
pancitopenia y esplenomegalia desde una consulta realizada 330 dias antes del diagndstico, sin
documentarse fiebre en ningin momento. Para el resto de casos, la media de retraso fue de

30.21 dias (mediana 21), con una desviacion tipica de 23.81 y un rango intercuartilico de 50.25.

El tratamiento fue en 14 casos con anfotericina B liposomal a dosis de 3-4mg/kg/dia: en
3 casos con 7 dosis (recomendacion de la OMS para poblacién general) y en 11 casos con 10
dosis (recomendacién para VIH). Un paciente se tratd con anfotericina B complejo lipidico

2mg/kg/dia 10 dias.
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La actitud en cuanto al mantenimiento del tratamiento inmunosupresor fue suspenderlo
en 5 casos, mantenerlo en 4 casos y suspender parte del tratamiento en 2 casos. En 4 casos el
tratamiento se suspendid por otra causa (fin de la indicacion/toxicidad hepatica). En la mayoria
de los casos en que la enfermedad provocd la suspensién de algin tratamiento, se reintrodujo

tras la curacion clinica (ver Tabla 4).

Se realizé profilaxis secundaria en 5 pacientes (dosis mensual o cada tres semanas),
manteniéndose entre 1 y 18 meses a criterio clinico de sus médicos responsables. En el caso de
LV5, por ejemplo, se mantuvo hasta que se pudo retirar la azatioprina, y en un caso (LV14) se
utilizé el seguimiento del resultado de CPA-SLA que explicaremos mas adelante (para retirar la

profilaxis al positivizar la respuesta).

Tabla 6: Casos de recidiva de leishmaniasis visceral

Tiempo
. desde . - . I . L.
Paciente . Sintomas/analitica Inmunosupresores Diagndstico  Tratamiento/Evolucion
tratamiento /
profilaxis
o L . CE + Mtx (no se
2 afios / Insuficiencia cardiaca . .
LV6 . . retiraron durante PCR MO Exitus: 1CC
9 meses Pancitopenia . L
primer episodio)
1afio/ o, CE (reintroducidos 1 L Exitus: desnutricion
LV9 L Reagudizacion de EPOC Clinico
no profilaxis mes antes) severa
V13 8 meses / Astenia Mtx (reintroducido 6 PCR biopsia = ABL 4mg/kg/d 10 dosis
no profilaxis Adenopatia cervical meses antes) adenopatia Se mantiene mtx
Fiebre, dolor abdominal,
) / pérdida de peso, CE (no se retiraron ABL 4mg/kg/d 13 dosis
meses
LV15 1 esplenomegalia, durante primer Clinico Se suspenden CE (fin
mes
bicitopenia, ferritina 1818 episodio) indicacidn)
ng/ml

ABL: Anfotericina B liposomal, CE: Corticoesteroides, ICC: Insuficiencia cardiaca congestiva, MO: médula
O6sea, Mtx: metotrexato.

Hubo 4 pacientes con recidiva clinica o fracaso de tratamiento (Tabla 6):
- Una paciente (LV 13) que habia sido tratado con 10 dosis de anfotericina B,

suspendiéndose su inmunosupresor (metotrexato) y reinicidndose éste 2 meses después
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del tratamiento, presentd 8 meses después del mismo una adenopatia cervical, sin otros
sintomas acompanantes y sin alteraciones analiticas. Las pruebas diagndsticas para
Leishmania en sangre fueron negativas, siendo positiva la PCR en biopsia de la
adenopatia. Fue tratada con la misma pauta, sin suspenderse el metotrexato y sin
nuevas recidivas.

El paciente LV15 se trata de un paciente que ya habia presentado un episodio de
leishmaniasis previo (fuera del periodo de estudio) y que fue tratado en esta ocasidn con
anfotericina B complejo lipidico y una dosis de recuerdo, manteniéndose el tratamiento
inmunosupresor (corticoides). Dos meses después del tratamiento presentd de nuevo la
misma sintomatologia y alteraciones analiticas, y se considerd fracaso del tratamiento,
administrandose 13 dosis de 4mg/kg de anfotericina B liposomal (52 mg/kg dosis total),
con un esquema de cinco dosis diarias y el resto semanales, y una dosis mds un mes
después. En este paciente se suspendié el tratamiento inmunosupresor por haber
finalizado su indicacidn, sin nuevas recidivas.

El paciente LV9 presentd una recidiva un afio después del tratamiento, siendo exitus en
probable relacién con su estado de desnutricion severa. El paciente estaba
laringuectomizado desde hacia afos por carcinoma de laringe y tenia escasa ingesta,
problemas deglutorios con frecuentes microaspiraciones y multiples agudizaciones de
EPOC. Se diagnosticd de recaida en base a la sospecha clinica y persistencia de serologia
muy positiva (ELISA positivo, rK39 positivo, IFI 1/160), aunque la PCR en sangre fue
negativa.

La paciente LV6 tuvo una sospecha de recidiva dos afios después del primer episodio (9
meses después de retirar la profilaxis secundaria). Esta paciente estaba en tratamiento
inmunosupresor inicialmente con corticoides, metotrexato y etanercept. Al tratamiento
de la leishmaniasis se suspendieron el metotrexato y el etanercept, reintroduciéndose el

metotrexato posteriormente. Durante el seguimiento presentd pancitopenia, y se retird
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el metotrexato con lo que mejoré ésta, pero presentaba también serologia positiva y
CPA-SLA negativo, asi como PCR en médula dsea positiva. Finalmente fue exitus en

relacién a otras comorbilidades (valvulopatia e insuficiencia cardiaca).

El resto de pacientes no han tenido nuevos episodios. La media del tiempo de
seguimiento desde el diagndstico de los casos de LV (excluyendo los fallecidos) es 64.85 meses

(DS 18.07, mediana 61 meses, rango 42-97).

El 33% de los pacientes presenté durante el tratamiento elevaciéon de creatinina por
encima de 1.5 mg/dl como efecto secundario, aunque no fue necesario suspender el

tratamiento en ningun caso, normalizandose la funcidn renal posteriormente.

4.3.2 Leishmaniasis cutdnea

Los casos de LC (Tabla 7) se presentaron como lesiones tipo pdapulas, placas o nddulos,
multiples en el 60% de los casos, en zonas fotoexpuestas (extremidades generalmente). El
diagndstico se realizé en todos los casos mediante PCR para Leishmania en biopsia de la lesion,
siendo el hallazgo histolégico mas frecuente dermatitis granulomatosa no necrotizante (90%),
visualizdndose los parasitos Unicamente en 3 casos (30%) con las tinciones habituales. En un
caso el hallazgo fue dermatitis granulomatosa con necrosis, abscesificacién focal y células

gigantes multinucleadas tipo Touton.

El tratamiento inicial fue local (antimoniales pentavalentes intralesionales) en 9 casos
(90%), todos salvo uno que presentd curacidn espontanea. En un Unico paciente (LC7) hubo
fracaso del tratamiento precisando tratamiento sistémico (anfotericina B liposomal 3mg/kg/d 7
dosis). Un paciente (LC1) presento varias recaidas, siendo tratado tras la primera con terapia
sistémica. En estos dos pacientes se suspendio el tratamiento de base transitoriamente hasta la

curacion (en LC1 dos meses después del tratamiento, previo a la recaida y por otros motivos; y
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en LC7 tras la primera recaida). En el resto de pacientes no se suspendio el tratamiento de base
y no han presentado recaidas (seguimiento: media 58.9 meses, DS 18.93, mediana 53, rango 30-

90).

Tabla 7: Casos de leishmaniasis cutanea

Lesiones Dx Tratamiento Actitud tratamiento
inmunosupresor
LC1 @ Placas abdomeny Bx (L, PCR) Local Se mantiene.
miembros inferiores
Recaida +3 meses: ABL 9mg/kg Se suspende dos meses
(suspendido por nefrotoxicidad) después, previo a recaida.

22 recaida +2 meses: 15 mg/kg.

LC2 | Placa Unica en brazo Bx (L, PCR) Local Se mantiene
LC3 | Nodulo en muslo Bx (PCR) Local Se mantiene
LC4 = Papula en antebrazo Bx (L, PCR) Local Se mantiene
LC5  Varias papulas en pierna Bx (PCR) Sin tratamiento Se mantiene

y antebrazo

LC6 | 2 lesiones Bx (PCR) Local Se mantiene
papulonodulares en

piernas

LC7 3 papulas/placas Bx (PCR) Local (fracaso) Se mantiene, luego se
pantorrilla y muslos suspende para tratamiento

22 ABL 21 mg/kg sistémico.

LC8  Lesion costrosa oreja Bx (PCR) Local Se mantiene

LC9 « Mdiltiples lesiones Bx (PCR) Local Se mantiene
papuloeritematosas
faciales y retroauriculares

LC10 @ Mdltiples papulas en Bx (PCR) Local Se mantiene

pierna y hombro

ABL Anfotericina B liposomal, Bx: Biopsia, Dx: Diagndstico, L: visualizacion de Leishmania, PCR: Reaccidén en cadena
de la polimerasa
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4.3.3 Leishmaniasis mucosa

Los casos de LM se describen individualmente por su escaso nimero y su especial

interés.

El primero (LM1) es un vardon de 65 afos diagnosticado de artritis reumatoide, en
tratamiento de larga duraciéon con metotrexato, al que se diagnostica de leishmaniasis mucosa
en una biopsia de mucosa nasal solicitada en el estudio de una hipertrofia de cornetes. No
presentaba ningun otro sintoma ni alteraciones analiticas. La serologia rk39 fue positiva y el
ELISA negativo. Se tratd con 7 dosis de anfotericina B liposomal 3mg/kg/d, suspendiéndose el
metotrexato inicialmente, reintroduciéndose tres meses después del tratamiento. No ha vuelto

a presentar sintomas (seguimiento 41 meses).

El otro paciente (LM2) es una mujer de 71 afios, diagnosticada asimismo de artritis
reumatoide, en tratamiento crénico de afios de duracién con metotrexato y corticosteroides. La
paciente referia una ronquera de al menos dos afios de evolucion, con diagndstico de laringitis
granulomatosa en una biopsia realizada en otro centro. Se habia tratado con corticoides sin
respuesta, con edema progresivo de aritenoides y cuerdas vocales, que obstruye de forma
progresiva la luz de la laringe y que obligd incluso a realizar traqueostomia. En este contexto se
opta por repetir biopsia de aritenoides con visualizacién de Leishmania. No presentaba otros
sintomas ni alteraciones analiticas, pero si fueron positivos los resultados del test rapido y la
serologia (ELISA 0.167, IFl 1/80). Esta paciente se traté con 7 dosis de 3mg/kg/d y 3 dosis de
recuerdo (cada 3 semanas), manteniéndose el tratamiento de su enfermedad de base sin
cambios, suspendiéndose los corticoides 2 meses después. No ha vuelto a presentar sintomas
(seguimiento 29 meses), habiéndose objetivado remisidon importante del edema laringeo, con

cierre de la traqueostomia y resolucidn de la disfonia.
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4.4 Objetivo 4

Determinar los factores de riesgo para la exposicion a Leishmania y para el desarrollo de

enfermedad en pacientes en tratamiento anti-TNF

Dado que ningun paciente de la cohorte de pacientes asintomaticos ha desarrollado
enfermedad activa durante el seguimiento, se ha realizado un analisis comparativo de los
pacientes en tratamiento con un farmaco anti-TNF que han tenido un episodio visceral, mucoso
o cutdneo durante el brote (descritos en el Objetivo 3) con los pacientes asintomaticos
clasificados como expuestos (grupo control) para determinar los posibles factores de riesgo para

enfermedad activa.

Asimismo, se ha realizado una comparativa de los expuestos (asintomaticos o enfermos
en tratamiento anti-TNF) con los no expuestos para analizar los posibles factores de riesgo para

exposicién al parasito.

El analisis estadistico realizado se encuentra descrito en Material y Métodos.

En el anadlisis univariante de los pacientes expuestos vs. no expuestos (Tabla 8)
encontramos asociacion significativa entre exposiciéon y edad con el estadistico T de Student
(p=0.018, diferencia de medias -5.71. Test de Wald p=0.021 OR 1.037°IC 95% 1.006-1.069),
aunque al dicotomizar la variable en menores vs. mayores de 55 afios pierde significacion
estadistica (p=0.059, OR 0.46 IC 95% 0.204-1.038). El andlisis del resto de variables no resulta
estadisticamente significativo. En el analisis multivariante con las variables edad, distancia al
parque y sexo se mantiene la significacién estadistica para la edad (p=0.015, OR 1.04* IC 95%

1.008-1.073).

30R promedio para cada cambio unitario en la variable independiente, esto es, riesgo de ser expuesto que
tiene un paciente de una determinada edad comparado con un paciente que tiene un afio menos, asumiendo que
este riesgo es constante para cada par de valores de edad considerados, al menos en el rango explorado en el estudio.
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Tabla 8: Analisis univariado: Expuestos vs. no expuestos

Variables independientes Expuestos No expuestos Error alfa OR
frecuencia frecuencia (1C95%)
(porcentaje) (porcentaje)
Sexo Masculino 28 (48.3%) 27 (48.2%) p=0.995
Femenino 30 (51.7%) 29 (51.8%)
Expuestos No expuestos
(media (media
+/- SD) +/- SD)
Edad (afios) * 52.57 46.86 p=0.018 1.037
+/-13.21 +/-12.07 (1.006-
1.069)

Expuestos No expuestos
(Mediana, (mediana,

suma de suma de rangos)
rangos)
Distancia del domicilio al parque 1050, 2761 1070, 2804 p=0.758
(metros) **
*Se ha comprobado la distribucién normal de la variable y la homogeneidad de varianzas

**Se han excluido los pacientes que no viven en el municipio de Fuenlabrada

Para la variable enfermos/expuestos asintomaticos (Tabla 9), se encuentra asociacion
estadisticamente significativa con el uso concomitante de corticoides (p=0.006, OR 8.2 IC 95%
1.89-35.44) o metotrexato (p=0.018, OR 5.57 IC 95% 1.39-22.33), asi como el diagndstico de
espondilitis anquilosante que presenta menor riesgo de enfermedad que el resto de
enfermedades de base (p=0.028, OR incalculable). El analisis del resto de variables no muestra
diferencias significativas, aunque la distancia al parque y el uso de adalimumab vs. el resto de
tratamientos se encuentran en el limite de la significacion estadistica (p=0.052 y p=0.051

respectivamente).
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Tabla 9: Andlisis univariado Enfermos vs. Expuestos asintomaticos

Variables independientes Enfermos Expuestos Error alfa OR (IC95%)
frecuencia asintomaticos
(porcentaje) frecuencia
(porcentaje)
Sexo Masculino 6 (50%) 22 (47.8%) p=0.893
Femenino 6 (50%) 24 (52.2%)
Nacionalidad Espafiola 12 (100%) 43 (93.5%) p=1
Extranjera 0 3(6.5%)
Diagnéstico AR 5 (41.7%) 10 (21.7%) p=0.160
p=0.222 Psoriasis 3 (25%) 6 (13%) p=0.308
APs 1(8.3%) 6 (13%) p=0.656
EA 0 14 (30.4%) p=0.028 incalculable
Ell 3 (25%) 8(17.4%) p=0.549
Farmaco Infliximab 3 (25%) 8 (17.4%) p=0.549
p=0.280 Adalimumab 6 (50%) 10 (21.7%) p=0.051 3-53(%3)5'
Certolizumab 0 9 (19.6%) p=0.096 '
Golimumab 1(8.3%) 8 (17.4%) p=0.440
Etanercept 2 (16.7%) 10 (21.7%) p=0.699
Uso de corticoides Si 6 (50%) 5(10.9%) p=0.006 8.2 (1.89-
No 6 (50%) 41 (89.1%) 35.44)
Uso de metotrexato Si 6 (50%) 7 (15.2%) p=0.018 5.57 (1.39-
No 6 (50%) 39 (84.8%) 22.33)
Otra Si 2 (16.7%) 12 (26.1%) p=0.497
inmunodepresion® No 10 (83.3%) 34 (73.9%)
Enfermos Expuestos
(media asintomaticos
+/- SD) (media +/- SD)
Edad (afios) ** 53.92 52.22 p=0.695

Enfermos Expuestos
asintomaticos

(Mediana, (mediana,
suma de suma de
rangos) rangos)
Distancia del domicilio al parque 770, 208.5 1190, 1222.5 p=0.052
(metros) ***
*QOtra inmunodepresién: DM, enolismo, trasplante de érgano sélido, esplenectomia

**Se ha comprobado la distribucidon normal de la variable y la homogeneidad de varianzas

***Se han excluido los pacientes que no viven en el municipio de Fuenlabrada
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En el analisis multivariante se ha realizado un modelo de regresidn logistica binaria con
las siguientes variables: edad dicotdmica (<55/>55), sexo, uso de corticoides, uso de
metotrexato, uso de certolizumab, uso de adalimumab, espondilitis anquilosante, artritis
reumatoide y distancia al parque dicotomica (<1km/>1km), manteniendo la significacidn
estadistica el uso de corticoides (p=0.038 OR 14.70 IC 95% 1.16-200), de adalimumab (p=0.028,
OR 21.27 IC 95% 1.39-333.33) y la distancia al parque (p=0.016, OR 22.72 IC 95% 1.79-250), no
asi la espondilitis anquilosante ni el uso de metotrexato. Ambas variables muestran asociacién
estadisticamente significativa con el uso de corticoides (para EA p=0.004, para metotrexato

p<0.001).

Figura 11: Distancia al parque en enfermos vs. expuestos asintomaticos
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4.5 Objetivo 5

Validar la utilidad del test de linfoproliferacion a SLA en el manejo de los pacientes en

tratamiento inmunosupresor

4.5.1 Resultados en los pacientes enfermos

El test de linfoproliferacidn se realizé tras la curacién en 24 pacientes y al diagndstico en

9 pacientes. Disponemos también de esta determinacion en tres de las recidivas de LV.

4.5.1.1 Leishmaniasis visceral

Los resultados de los test realizados en los casos de LV se pueden ver en la Tabla 10. En
el episodio activo de leishmaniasis visceral 5 de los pacientes muestran respuesta negativa y 1

respuesta positiva.

Tras la curacién de una LV la mayoria de los pacientes positivizan rapidamente la
respuesta. En algunos pacientes se han solicitado determinaciones multiples a lo largo del
seguimiento, por diferentes criterios clinicos (respuesta negativa inicial, paciente en profilaxis,
sospecha de recidiva, etc.), viéndose que, aunque lo mas frecuente es que se mantenga positiva,
es posible que la respuesta cambie con el tiempo. Asi, en los tres pacientes en que el
seguimiento analitico ha sido mas prolongado (LV8, LV13, LV14), aunque positivizan la respuesta
durante el primer afio, posteriormente negativizan y vuelven a positivizar la respuesta durante
los afios posteriores al tratamiento, sin que haya cambios en el tratamiento inmunosupresor que
puedan justificarlos, y sin datos de recidiva. Ademas, en el caso de LV14, no positivizd respuesta
tras la curacién clinica hasta 8 meses después, momento hasta el cual se mantuvo la profilaxis

secundaria.

Durante las recidivas todos los pacientes presentaron CPA-SLA negativo (determinacion

realizada en LV6, LV9, LV13).
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Lv1
LV2
LV3
LV4
LV5
Lv6
Lv7z

LV8

Lv9

Lvio

Lvi1

Lviz

Lvi3

LV14

Lvi5

Tabla 10: Resultados de CPA-SLA en los casos de leishmaniasis visceral

CPA-
enfermo

N~ TSN S YN

0.76

1.02

0.86

3.61

1.11

2.52

/

SLA Tiempo tras
tratamiento

3 anos

2 afios

4 afos

2 afios

10 meses
11 meses
>1 afio
1.5 afo

2 afios

4 afos

3 meses

8 meses

1 afio
1afo4m
lanol0m
2 aios

2 aifos 5m
2 afios 9m
3 afios 3m
3 aflos 8m
4 afios 8m
2 meses

8 meses

1 ano

7 meses

2 afios

3 meses

7 meses
1ano

1 mes

4 meses

8 meses

2 meses

8 meses
10m
lafiolm
1lafio6m
2 ainos

2 afios 6 m
2 afios 10 m
3 afos

3 afos 6 m
1 mes

3 mes

6 meses

8 meses
10 meses
1ano
lafo3m
2 afios 3 m
2 afios 7 m
2 afios 9 m
3afios4m
4 afos

CPA-SLA curado

7.23

2.72

5.37

3.79

5.24

14.99 (profilaxis)
1.1 RECIDIVA
9.98

6.20

2.97

2.8 (profilaxis)
6.48

2.09

2.24

4.8

6.9

1.5

1.14

3.4

1.19

2.29

5.70

8.24

1.29 RECIDIVA

3.64
5.08

6.91

7.11

5.69

4.65

6.42

5.08

3.39

1.12 RECIDIVA
6.02

10.57

3.31

2.34

1.2

1.85

3.86

2.29

1.17 (profilaxis)
1.094 (profilaxis)
1.644 (profilaxis)
3.22

2.25

2.64

2.3

2.84

1.33

494

1.05

8.80

CPA-SLA >/=2.53 POSITIVO <2.53 NEGATIVO

Inmunosupresores curado

Mtx + CE

Mercaptopurina, enema CE.
No

Mtx

No

CE

CE (Mtx reciente)

Mtx

Eta + Mtx
Eta + Mtx + CE

Ciclos de CE recientes

CE
Aza + Inflix

Mtx

Ada

Mtx

CE

No
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Los resultados del resto de test parasitologicos y seroldgicos realizados a los pacientes
curados se pueden ver en la Tabla 11. Todos los pacientes tenian tanto cultivo como gPCR
negativa en sangre, y la serologia en la mayor parte de los casos persistia positiva a titulos

medios-altos, aunque cambia con el tiempo y negativiza en algunos casos. La determinacién de

INF-gamma se realizd en 8 pacientes curados, siendo en 7 de ellos positiva.

Tabla 11: Resumen de resultados de los test parasitoldgicos, seroldgicos e INF-gamma en

pacientes curados de LV

Cultivo  gPCR  rk39 IFAT ELISA CPA-SLA  IFN-y
LV1 - - + 1/320 0.4 + NR
LV2 - - + 1/80 1.41 + NR
LV3 - - - <1/40 0.002 + -
Lva - - - 1/160 1.20 + +
LV5 - - + 1/80 0.64 + +
LvV6 - - + 1/40 0.7 + +
Recaida - - + 1/160 0.487 - NR
Lv7 - - +/- 1/160-1/80 0.761-0.39 + NR
Lv8 - - +/-* 1/80-<1/40* 0.2-0.02* +/- NR
LV9 - - + 1/320-1/160 2.9 + +
Recaida - : + 1/160 2.69 - NR
LV10 - - +/- 1/160-1/80-1/40 0.479-0.136 + +
LV11 - - + 1/160-1/320 1.7-2.32 + +
LV12 - - + <1/40 0.05 + NR
Lv13 - - +/- 1/160-1/40 0.194-0.05 +/- +
Recaida - - + 1/40 0.03 - NR
LvV14 - - + <1/40 0.26-0.14 -/+ NR
LV15 - - - 1/160 0.22 + NR

NR: no realizado. En los pacientes que tienen varias analiticas a lo largo del seguimiento, se muestran los
ELISA >/=0.170 positivo, IFAT>/= 1/80 positivo. *solo en la primera analitica tiene serologia

diferentes resultados.
positiva.
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En las recaidas puede verse tanto un aumento en el titulo de anticuerpos (LV6) como
gue se mantengan similares a los resultados previos (LV9) o incluso en el caso de LV13 que la

serologia sea negativa. En ninguna de ellas positivizé la PCR o el cultivo.

4.5.1.2 Leishmaniasis cutdnea

Como vemos en la Tabla 12 en el Unico paciente en que se realizé la determinaciéon
durante la enfermedad activa (LC7), la respuesta fue negativa, al igual que tras el fracaso del
tratamiento local, positivizando tras el tratamiento sistémico. Tras el tratamiento, incluyendo a
este paciente, la respuesta fue positiva en 5 casos de los 7 a los que se realizé la determinacién
(71.42%). En uno de ellos (LC2) fue inicialmente negativa (1 mes tras el tratamiento),
positivizando posteriormente y manteniéndose positiva en los controles ulteriores. En otro de

ellos (LC1) negativizd en un control 2 afios después (5 afios post-tratamiento).

Tabla 12: Resultados de CPA-SLA en los casos de leishmaniasis cutanea (No disponemos de
datos de LC8, LC9, LC10)

Paciente CPA-SLA Tiempo tras tratamiento CPA-SLA Inmunosupresores
enfermo curado curado
LC1 / 3 afios 3.95 Eta + Mtx
5 afos 0.78
LC2 / 1 mes 1.13 Goli + Mx + CE
7 meses 3.60 Abatacept
1ano 3.48
LC3 / 1 mes 4.29 Inflix + Aza
LC4 / 3 afios 0.97 Leflunomida, Mtx,
CE
LC5 / 5 afios 7.80 Mtx + CE
LC6 / 4 afios 1.90 Ada + Mtx
LC7 2.21 Previo a tratamiento sistémico 1.65 Ada
5 meses 6.33 No

CPA-SLA >/=2.26 POSITIVO <2.26 NEGATIVO

El resto de test parasitolégicos y serolégicos en estos pacientes han sido todos negativos

en todas las analiticas en pacientes curados y también en el episodio activo de LC7. Se realizd
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determinacién de INF-gamma en los pacientes LC2, LC4, LC6 y LC7 (curados), siendo positivos

todos salvo LC4.

4.5.1.3 Leishmaniasis mucosa

Los resultados han sido muy irregulares (Tabla 13) tanto antes como después del
tratamiento y en el seguimiento posterior. El paciente LM1 presentd CPA-SLA positivo al
diagnodstico y negativo en todos los controles sucesivos, tanto sin metotrexato como tras
reintroducir éste. En el paciente LM2 el CPA-SLA durante el episodio fue negativo,
manteniéndose asi tras el tratamiento hasta el sexto mes en que positivizé para volver a

negativizar y positivizar posteriormente.

Tabla 13: Resultados de CPA-SLA en los casos de leishmaniasis mucosa

Paciente CPA-SLA enfermo Tiempo tras tratamiento CPA-SLA curado Inmunosupresores curado

LM1 3.3 2 meses 1.5 No
7 meses 1.9
10 meses 1.6 Mtx
1 afo 5m 0.9

LM2 0.899 1 mes 1.5
3 meses 1.08 CE y Mtx
6 meses 5.73
10 meses 1.34 Mtx
1afo2m 3.780
1afo7m 2.525
lafno1l0m 1.907

CPA-SLA >/=2.53 POSITIVO <2.53 NEGATIVO (se ha usado el cut-off para LV)

La determinacién de INF-gamma ha sido positiva en LM1 (tanto enfermo como curado) y
negativa en LM2 (tanto enfermo como curado). Los test parasitoldgicos han sido negativos en

ambas y la serologia ha sido negativa en LM1 y positiva en LM2.

Tabla 14: Resumen de resultados de los test parasitologicos, serolégicos e INF-gamma en pacientes curados de

LM
Cultivo  GPCR  rk39 IFAT ELISA  CPA-SLA  IFN-y
LM1 2 - +/- 1/40 2 - +
LM2 - - +  1/160-1/80  +/- +/- -
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4.5.1.4 Posibles marcadores de curacion en pacientes inmunosuprimidos

En la Tabla 15 se pueden ver los resultados de los diferentes test parasitoldgicos,
seroldgicos y marcadores de inmunidad celular (CPA-SLA e INF-gamma) en las formas activa y

curada de las diferentes formas clinicas, en nuestra cohorte de pacientes inmunosuprimidos.

El pequefio nimero de casos cutdneos y mucosos, asi como sus resultados irregulares,
no permiten extraer conclusiones sobre los posibles test de curacién en estas formas clinicas. En
la forma visceral, fueron significativas las diferencias para la PCR (50% vs. 0%, p=0.015) y la
linfoproliferacion a SLA (16.6% vs. 100%, p<0.001) asi como el interferén gamma (16.6% vs.
87.5%, p=0.026), que es en la Unica en que podemos calcular el OR: 35 (IC 95% 1.743-702.99).
No se encontraron diferencias significativas en cuanto a rk39 (p=0.684), IFAT (p=0.550) ni ELISA

(p=0.184).

Tabla 15: Determinaciones positivas/realizadas de los test parasitoldgicos, serolégicos y de inmunidad celular
antes y después de tratamiento (paciente con enfermedad activa-paciente curado)

Lv LC LM

Activos Activos Curados Activos Curados

PCR (%) 3/6 (50%) 0/1 (0%) 0/7 (0%) 0/2 (0%) 0/2 (0%)

Rk39 (%) 5/6 (83.3%) 0/1 (0%) 0/7 (0%) 2/2(100%) | 2/2 (100%)

IFAT (%) 5/6 (83.3%) 0/1 (0%) 0/7 (0%) 1/2 (50%) 1/2 (50%)

ELISA (%) 4/6 (66.6%) 0/1 (0%) 0/7 (0%) 0/2 (50%) 1/2 (50%)

CPA-SLA (%) 1/6 (16.6%) 0/1(0%) | 5/7(71,82%) | 1/2 (50%) 0/2 (0%)

INF-gamma (%) 1/6 (16.6%) / 3/4 (75%) 1/2 (50%) 1/2 (50%)

*p<0.05

4.5.2 Resultados en la muestra de pacientes asintomaticos

En nuestra muestra de 104 pacientes en tratamiento con farmacos anti-TNF, se han
identificado mediante el test de linfoproliferacidn 46 pacientes con exposicion a L. infantum. De

éstos, Unicamente 4 tenian serologia positiva (Tabla 16) y ninguno de ellos presentaba cultivo o
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gPCR en sangre positiva. Dos pacientes fueron excluidos del andlisis por resultados en rango
dudoso (Se considera determinacién valida la que no esta en rango dudoso. Todos los resultados
en rango dudoso de serologia o CPA-SLA se han descartado para el andlisis, y estos dos pacientes
tenian Unicamente resultados en rango dudoso). 56 pacientes tienen todas las determinaciones

validas negativas (11 de ellos solo tienen una determinacién).

Al realizar determinaciones seriadas de este test durante un ano, de acuerdo al plan
descrito en Material y Métodos, hemos visto que los resultados varian con el tiempo en una alta

proporcién de pacientes. En el cuadro 1 se puede ver un resumen de los resultados obtenidos.

En 14 pacientes de los clasificados como expuestos, los resultados no son discordantes
(todos los resultados validos son positivos, 4 de ellos de forma obligada porque solo tienen una

determinacién), mientras que 32 pacientes cambian su positividad a lo largo del seguimiento.

Del subgrupo de pacientes que se reclutdé antes del inicio del tratamiento anti-TNF
(“inicios”, 29 pacientes), 12 eran expuestos segun el resultado de la analitica pre-tratamiento. Al
iniciar el tratamiento, 8 de ellos perdieron la respuesta, 2 mantuvieron la positividad y 2

negativizaron para volver a positivizarla posteriormente.

En los pacientes que ya recibian tratamiento al ser reclutados (“antiguos”) que tuvieron
la primera analitica positiva (19 pacientes), 8 mantuvieron la positividad a lo largo del tiempo,
mientras que 5 la perdieron y 2 la perdieron para luego volver a recuperarla. 4 pacientes tienen

una Unica analitica valida.
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Cuadro 1: Resultados del test CPA-SLA en la cohorte de pacientes asintomaticos

Pacientes no expuestos: 56 (todas las determinaciones validas negativas)

Pacientes expuestos: 46
No discordantes: 14 (todas las determinaciones validas positivas) 2 inicios y 12 antiguos. Ver tabla 17
Discordantes: 32
- Pierden respuesta al iniciar el tratamiento: 8

Farmaco(s) Pre-tto +2 meses +6meses +12meses Cambios de tratamiento
Eta + - -
Goli
Eta + CE
Certo
Certo
Goli
Certo
Eta + CE + Mtx

- - *Cambio a certo

- - *Suspendido

+ 4+ + ++ ++
\
\

- Pierden respuesta sin cambios en el tratamiento: 5

Farmaco(s) 0 meses +6 meses +12 meses

Certo + - +/-
Goli + - +/-
Goli + - +/-
Ada + Mtx + - -
Goli + + -
- Ganan respuesta: 8
Farmaco(s) Pre-tto +2meses +6meses +12meses Cambios de tratamiento
Eta = +/- +
Certo - - +* *Suspendido
Certo = + + +
Certo - - + +
0 +6 +12
Inflixi - +
Inflixi - - +
Inflixi - + +
Inflixi - + +/-

- Cambian el sentido de la respuesta mas de una vez: 11

Farmaco(s) Pre-tto +2 meses +6 meses +12 meses extra Cambios de tratamiento
Eta + - + -
Certo - + +/- -
Ada - + - -
Inflixi + - +* *Cambio a abatacept
Goli - - + - *Cambio a eta
+6 +12
Eta + - + -
Goli - + ¥ *Cambio a certo
Ada - +* Bk *Cambio a goli **suspendido
Ada + - -
Ada + -
Inflixi - - + -

Cada linea representa un paciente. +/-: resultado en rango dudoso. Ada: adalimumab, CE: corticoesteroides, Certo:
certolizumab, Eta: etanercept, Goli: golimumab, Inflixi: infliximab, Mtx: metotrexato, Pre-tto: pre-tratamiento.
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De los pacientes tanto antiguos como nuevos que tenian una primera determinacion

negativa, 15 positivizaron posteriormente (7 inicios, 8 antiguos), posiblemente por exponerse

durante ese periodo (aunque no se puede descartar que la(s) determinacion(es) anterior(es)

fuera(n) un falso negativo). De estos, 7 volvieron a negativizar en una analitica posterior.

Como se puede ver en el cuadro, una alta proporcidn de pacientes ha tenido cambios de

tratamiento durante el seguimiento, lo que dificulta ain mas el andlisis de estos datos y podria

explicar en algunas ocasiones los cambios en el resultado del test.

Tabla 16: Pacientes asintomaticos con serologia positiva

Pre-tratamiento

Serologia
1 -
2 Rk-
IFAT 1/80
ELISA -
3
4

CPA-SLA

+2/0

Serologia

Rk —
IFAT 1/160
ELISA -

Rk -
IFAT 1/40
ELISA 0.17

CPA-SLA

+6

Serologia

Rk+
IFAT 1/80
ELISA 0.351

Rk -,
IFAT 1/80
ELISA -

Rk-
IFAT <1/40
ELISA 0.4

Rk -
IFAT <1/40
ELISA 0.339

CPA-SLA

+12
Serologia CPA-SLA
- +
Rk- +
IFAT 1/80
ELISA -
- +
Rk - +
IFAT 1/80
ELISA 0.58

En todos los casos qPCR y cultivo fueron negativos. ELISA >/=0.170 positivo IFAT>/= 1/80 positivo

1: Golimumab (+12 cambia a certo) 2: etanercept, corticoides, metotrexato (+6, +12 suspende
etanercept) 3: Adalimumab 4: Infliximab

En la Tabla 17 se pueden ver los resultados del grupo de pacientes que mantiene la

positividad en todas las determinaciones durante el seguimiento (expuestos no discordantes, 4

de ellos (28.5%) tienen una Unica determinacién vdélida). En algunos de estos casos hay también

cambios de tratamiento durante ese periodo.
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Tabla 17: Resultados de pacientes expuestos no discordantes (todas las determinaciones validas positivas)

Farmaco(s) Pre-tto +2 meses +6 meses +12 meses Cambios de tratamiento
Goli + + + +* *cambio a Certo
Eta + CE + Mtx + + +* +* *Suspendido Eta
0 +6 +12
Inflix + Mtx + + +
Eta + CE + +* +* Cambio a Ada
Ada + + +
Inflix + +
Eta + Mtx + +/- +
Ada + Mtx + +
Eta + + +
Ada + + +/-
Ada +
Eta + CE + Mtx +
Ada +
Certo + +/-

Ada: adalimumab, CE: corticoides, Certo: certolizumab, Eta: etanercept, Goli: golimumab, Inflix: infliximab, Mtx:
metotrexato.

A lo largo del seguimiento ningln paciente de la cohorte ha presentado datos clinicos o
analiticos de enfermedad activa (tiempo medio de seguimiento 44.93 meses, rango 31-52), por
lo que al igual que no hemos podido analizar el riesgo de progresidon a enfermedad activa en

estos pacientes, tampoco sus posibles predictores.
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S DISCUSION

5.1 Prevalencia de infeccidn asintomatica en pacientes en tratamiento anti-TNF

La prevalencia de infeccidn asintomatica estimada en nuestra cohorte ha sido mucho
mayor de la esperada. En el disefio del estudio estimamos una prevalencia de 15% dado que
fue la que encontramos en poblacién VIH (15.4% (184)), pero el resultado ha sido mayor del
40%. Esta cifra es similar a la encontrada en zonas endémicas, no en zonas de brote
relativamente reciente como es la nuestra. Sin embargo, como explicdbamos en Ia
Introduccidn, se ha sugerido (7) que la poblaciéon de Fuenlabrada no hubiera tenido contacto
previo con Leishmania, dado el perfil epidemioldgico del brote (que ha afectado

mayoritariamente a adultos inmunocompetentes).

En las uUltimas décadas, y en parte motivado por la preocupacién de que los sujetos
asintomaticos puedan ser infectivos (por medio del vector o por donacién de sangre), se han
realizado multiples estudios sobre la prevalencia de exposicion a Leishmania en zonas

endémicas y el mejor test para detectarlo.

En un estudio de seroprevalencia (164) en mas de 600 donantes de sangre en Murcia
se detecté PCR positiva en el 8% de los individuos y ELISA positivo en el 2%. En otro estudio en
donantes de Ibiza (186) se obtuvieron las siguientes positividades: ELISA 2.4%, Western blot
7.6%, PCR 22.1%, cultivo 4.5%, test de leishmanina 22.3%. 12 meses después en 18 de los

individuos que fueron positivos se repitié la PCR siendo aun positivos la mitad.

En un estudio en Alicante (44) a finales de los afios 90, aproximadamente el 10% de los
nifios y el 50% de adultos tuvieron un test de leishmanina positivo, y en el 20% de ellos se

detectd parasitemia.
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En cuanto a inmunosuprimidos, en un estudio reciente (169) sobre infeccidn subclinica
realizado en el norte de Italia (una zona no endémica histéricamente, en la que ha habido un
numero creciente de casos en los ultimos afios), comparando pacientes con enfermedades
reumatoldgicas en tratamiento con farmacos bioldgicos con dos grupos control (pacientes en
tratamiento con inmunosupresores cldsicos e individuos sanos), encontraron una prevalencia
del 36% en su muestra de pacientes en tratamiento con farmacos bioldgicos,
significativamente mayor que en el grupo de controles sanos (no encontraron positividad en
ningun paciente del segundo grupo). En este estudio el cribado se realiza mediante qPCR en
células mononucleares de sangre periférica, que, de acuerdo a los autores, tiene mayor
sensibilidad que la prueba en sangre completa, que es la mdas habitual y la que se utiliza en
nuestro estudio, lo que podria justificar que no haya sido positiva en ninguno de nuestros

sujetos.

En el contexto del brote de Fuenlabrada se realizdé un estudio mediante la
determinacion de diferentes parametros de respuesta inmune (CPA-SLA y citoquinas) para
determinar la prevalencia de exposicion a Leishmania en receptores de un trasplante de
organo solido, encontrandose una prevalencia del 21% de infeccion asintomatica en esta
poblacién (174). Se realizdé asimismo un estudio en poblacién general mediante 257 muestras
del banco de sangre del Hospital (datos no publicados) encontrandose una prevalencia del

19%.

El criterio fundamental en nuestro estudio para clasificar a los pacientes como
expuestos ha sido el resultado del CPA-SLA. Dado que se han realizado multiples
determinaciones a cada paciente, hemos podido comprobar que existe una importante
variacion del resultado de esta prueba con el tiempo, tanto en pacientes presumiblemente
expuestos como en pacientes curados (estos si, expuestos con certeza). Por todo esto, es

posible que la técnica tenga un nimero elevado de falsos negativos. Ademas, dado que hemos
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descartado todos los resultados en rango dudoso, consideramos que estariamos

infraestimando la prevalencia de exposicidn a Leishmania en nuestra poblacion.

En cualquier caso, y a falta de un gold standard para el cribado de infeccidn
asintomatica, el test de linfoproliferacion tendria mucha mayor sensibilidad que la serologia
dado que ésta identificd Unicamente a 4 de los pacientes de la muestra, y también que la PCR,
qgue no fue positiva en ninguno. Por supuesto, la ausencia de un gold standard también hace
que desconozcamos la sensibilidad y especificidad de las distintas pruebas y no tengamos
forma de saber qué individuos asintomdticos estan realmente infectados; por tanto, es posible

que exista también un numero no desdefiable de falsos positivos.

Pese a todo, y dado que en cualquier prueba de cribaje lo mas importante es una alta
sensibilidad, consideramos que este test supondria una mejora en la deteccion de infeccion
asintomatica con respecto a las pruebas usadas hasta ahora. Como ilustran los ejemplos
previos, en la mayoria de estudios al respecto es preciso utilizar varios test simultdneamente
para aumentar la sensibilidad (177,187). Entre las pruebas seroldgicas, parece que es el
Western blot el que tendria mayor sensibilidad (186), y de todos los test utilizados seria el test
de leishmanina, que conlleva como ya sefialamos en la Introduccion varias dificultades para su
uso (necesidad de citar al paciente de nuevo para ver el resultado, ausencia de
comercializacidon del reactivo en Europa, uso limitado en sujetos inmunosuprimidos). La
correlacién entre los resultados del test de leishmanina y la respuesta linfoproliferativa a SLA
es alta (188), y de hecho algunos estudios utilizan el test CPA-SLA como gold standard para

valorar la sensibilidad y especificidad de otras pruebas (182).

En cuanto al riesgo de los pacientes con exposicion asintomatica de desarrollar
enfermedad activa, un estudio (168) en dos zonas de alta endemicidad de la India, que realiza

un cribado de infeccién asintomatica usando PCR y serologia rk39 detectd una prevalencia de
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98/1000, y en estos pacientes el seguimiento evidencié un ratio de conversion a enfermedad
activa de 23.1 por 100 personas en un afio. Otros estudios similares en Brasil e India (citados
por (168)) encuentran cifras de conversion también elevadas (3.48-45%) pero son en su
mayoria estudios en contactos de pacientes enfermos y no en la poblacién general. En nuestro
trabajo, dado que ninguno de los pacientes considerados expuestos ha desarrollado
enfermedad activa durante el periodo de estudio, no hemos podido estimar el riesgo, pero
parece en cualquier caso bajo (46 pacientes expuestos seguidos durante una media de 44.93
meses). En nuestro medio no existe que nosotros conozcamos ningun estudio que valore este

riesgo, y tampoco hay ningun estudio especifico en poblacién inmunosuprimida no VIH.

5.2 Incidencia de enfermedad en pacientes en tratamiento anti-TNF

Hemos obtenido una tasa de incidencia de 386.84 casos por 100 000 pacientes-afo

para LV y 773.69 casos por 100 000 pacientes-ano para LC.

Las tasas de incidencia en Espafia mds elevadas en los Ultimos afos (sin tener en
cuenta el brote de Fuenlabrada) se han encontrado en Baleares (tasas de 4.72 y 4.59 casos por
100 000 habitantes en 2005 y 2006)(10). Las cifras de Madrid en los afios previos al brote eran
de 0.59/100 000 habitantes (2006), y durante el brote la tasa de incidencia (periodo 2009-
2014) ha sido de 20.32/100 000 habitantes, 7.77/100 000 para LV y 12.87/100 000 para LC
(189). Vemos por tanto una incidencia mas de 50 veces superior en poblacion
inmunosuprimida por farmacos anti-TNF que en la poblacidn general. Las cifras en cuanto a
formas viscerales son similares a las encontradas en poblacién VIH (tasa de incidencia de LV

413.4 casos/100 000 habitantes (184)).

Con respecto a las diferentes formas clinicas, parece claro que uno de los principales
determinantes de ésta es el estatus inmune del paciente. El estudio molecular del parasito en

el brote no ha encontrado una relacion entre genotipo del mismo y forma clinica (30). El ratio
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enfermedad cutdnea/visceral en nuestros pacientes ha sido sin embargo 2:1, similar al de la
poblacién general en el brote (1.6:1 (189)). Esto va en contra de los datos recogidos en la
literatura que sugieren un predominio de formas viscerales en esta poblacién (123), aunque
hay que tener en cuenta el infradiagndstico habitual de las formas cutdneas, que tal vez en el
contexto de un brote como este haya sido menor por establecerse un bajo umbral de
sospecha, mayor tendencia de los pacientes a consultar, etc. En cualquier caso, nuestros datos
apoyarian la hipdtesis de que la alteracion de la inmunidad de estos pacientes no es tan severa
como para no poder establecer una respuesta adecuada que impida la visceralizacion. En la
poblacién VIH del brote, sin embargo, si se vio un claro predominio de formas viscerales (7:1),
y las formas cutdneas se dieron en pacientes con buena situacién inmunoldgica (184). También
en el global de la poblacién inmunosuprimida farmacoldgicamente (corticoides, metotrexato o

anti-TNF), como vemos en el Objetivo 3, ha habido predominio de formas viscerales.

En relacidn al ratio infeccion sintomatica/asintomatica encontrado en nuestro estudio
(1:15), no disponemos de datos en la literatura sobre poblaciéon inmunosuprimida con los que
compararlo. En el estudio de Alicante (44), en poblacién general, encuentran un ratio de 1:50.
Como comentdabamos en la Introduccién, en estudios en otros paises se han visto ratios muy
dispares (en Brasil 1:18 (190), en Etiopia 1:5.6 (45)). Aunque ya hemos visto que medir de
forma veraz y reproducible la prevalencia de infeccién asintomatica es dificil, existen otros
factores que explican la disparidad de cifras encontradas, entre ellos el estatus

socioecondmico, el estado nutricional y factores genéticos (187).

Por farmacos, la tasa de incidencia mas alta se ha encontrado para adalimumab, lo cual
concuerda con los resultados obtenidos en el objetivo 4. Excluyendo a certolizumab, que no ha
tenido ningln caso, la tasa mas baja de enfermedad ha sido la de etanercept. Sin embargo, los

dos casos que se han dado con este tratamiento han sido formas viscerales, mientras que los
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otros farmacos han tenido predominio de formas cutaneas, por lo que realmente seria el
farmaco que tendria la tasa de incidencia de LV mas alta. Volveremos sobre este tema mas

adelante en la discusion de los factores de riesgo de enfermedad.

5.3 Caracteristicas de los casos de leishmaniasis en pacientes inmunosuprimidos

En la serie de 27 casos que presentamos encontramos, como ya hemos comentado, un
predominio de formas viscerales (55.5%). Hay también sin embargo un numero no
despreciable de formas cutdneas, y dos formas mucosas, muy poco habituales en nuestro
medio. Encontramos muy pocos adultos jévenes (solo dos pacientes menores de 40 afios), y
solo dos pacientes son de origen extranjero, al contrario que en la poblacién general del brote

donde se encontraba un nimero muy elevado de individuos de origen subsahariano (189).

Hay un ndmero discretamente mayor de pacientes varones, patron que se repite, y de
forma mads acusada, en multiples estudios epidemioldgicos tanto para Leishmania como para
otras infecciones por parasitos, y que encontramos en nuestro brote tanto en poblacidon
general (189) como en pacientes VIH (184). Esto se ha asociado con diferencias de género en el
comportamiento y estilo de vida que llevarian a diferente exposicion (con mas importancia
probablemente en paises empobrecidos que en nuestro medio) y también con el efecto
inmunomodulador de las hormonas sexuales, ya que existe evidencia experimental de que los
andrégenos y la progesterona interferirian con la funcién de los macréfagos haciendo a los
hombres mas susceptibles a este tipo de infecciones (191-193). En cualquier caso, en nuestra
serie la diferencia por género no es tan llamativa, tal vez debido a que algunas de las
enfermedades de base de los pacientes son mas frecuentes en mujeres (por ejemplo la AR,
gue representa casi la mitad de los pacientes de nuestra serie y que afecta cuatro veces mas a

mujeres que a hombres (194)).
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Se trata de un grupo heterogéneo en cuanto a los diagndsticos de base y las
combinaciones de tratamiento inmunosupresor utilizadas. La mayoria de los pacientes
llevaban mas de un afio con el mismo tratamiento, lo que sugiere que se trate de una
primoinfeccién y no la reactivacion de una infeccion latente. El tiempo de tratamiento de los
pacientes con farmacos anti-TNF era de mds de un afio salvo en un caso en que eran 10 meses.
Para estos farmacos, como comentdbamos en la Introduccién, multiples estudios
(83,96,100,101,195) sugieren que el riesgo de infecciones seria maximo en los primeros 3-6
meses de tratamiento, aunque es muy posible que estos resultados estén sesgados (porque a
los pacientes que enferman o tienen alto riesgo se les retire el tratamiento y por tanto los que
permanecen en el estudio sean mds sanos, o que al controlar mejor a medio plazo la

enfermedad de base también se reduzca el riesgo de infecciones (97)).

En cuanto a la evolucién cronoldgica, vemos una curva bimodal con un primer pico en
2011, lo que coincide con la evolucion del brote en la poblacidn general, pero la mayor
incidencia se dio en los afios 2013 y 2014, con 6 y 7 casos respectivamente, cuando el nimero
de casos del brote habian descendido ya drasticamente (tuvieron un pequefio repunte en el
invierno de 2013-14)(189). Una posible explicacién para esto seria que los tiempos de
incubacién en poblacidon inmunosuprimida fueran mas largos, como han sugerido algunos
autores (169). La distribucidon por meses de los casos también podria dar alguna pista en este
sentido dado que la actividad del vector comienza en mayo y se establece un tiempo habitual
de incubacién de entre 2 y 12 meses, algo mds breve en las formas cutaneas. En nuestra serie
la distribucion es similar en los casos de LV a la de la poblacidon general (picos en otofio-
invierno), mientras que los casos de LC se han diagnosticado predominantemente en meses de

verano, siguiendo los de la poblacién general una distribucién parecida a los viscerales.
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Vemos como, al igual que en la poblacién general (26), VIH (184) y trasplantados (75),
se trata de pacientes que viven muy cerca del parque considerado foco del brote (distancia
mediana 840 metros). En el estudio sobre los casos en pacientes trasplantados se establecié
que los pacientes que vivian a menos de 1km del parque tenian mayor riesgo de LV que los

que vivian a mds de 1km (75).

Los casos de LV han presentado las alteraciones clinicas y analiticas tipicas de la
poblacién general, lo que esta de acuerdo con lo descrito en la literatura (196—198). Especial
mencion refiere la hiperferritinemia encontrada en todos los pacientes en que se realizé la
determinacidn, con cifras muy elevadas dificiles de encontrar en otros procesos agudos. Esto,
qgue ya se habia descrito para la poblacién general del brote y para la poblaciéon VIH, no se
encuentra descrito en la literatura en humanos salvo de forma anecddtica (199), y
consideramos que tendria un alto valor predictivo positivo en el diagndstico diferencial de
cuadros similares. En un articulo (200) se propone el rapido descenso de ferritina tras

tratamiento como un marcador precoz de respuesta terapéutica.

En cuanto al diagndstico, se ha visto en estos pacientes una altisima sensibilidad de la
serologia (de acuerdo con otras series de la literatura (196-198), y al contrario de lo que
sucede en poblacién VIH (201)), asi como de la PCR en médula dsea. El retraso diagndstico ha
sido de menos de un mes, en probable relacidn como ya hemos comentado con el bajo umbral
de sospecha que ha habido en estos afios en nuestro centro desde la declaracion del brote. En
la literatura sin embargo encontramos frecuentemente (76) dificultades para el diagndstico,
siendo habitual que se planteen de entrada diagndsticos alternativos como brotes de la

enfermedad de base, enfermedades hematoldgicas etc.

Durante el periodo de estudio no existian unas recomendaciones claras con respecto a

la pauta de tratamiento 6ptima para estos pacientes, que si se establecen de forma mas
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univoca, como comentabamos en la Introduccién, en las Ultimas guias (OMS (22), IDSA (23)).
Por tanto, se realizd a criterio de su médico, y vemos que varios casos se trataron con la dosis
de inmunocompetentes, con buena respuesta. Asimismo, pese a que la recomendacion
predominante en la literatura sobre qué hacer con los inmunosupresores es suspenderlos
transitoriamente o al menos bajar la dosis (115,123), vemos como una alta proporcidn de

nuestros casos mantuvieron parte o todo su tratamiento, sin incidencias.

Las recidivas, sin clara relacion con la pauta de tratamiento usada ni con el
mantenimiento o suspension de los inmunosupresores, se dieron, salvo en un caso, en
pacientes con importantes comorbilidades o muy inmunosuprimidos, y los dos pacientes que
fallecieron lo hicieron también probablemente por causa de sus comorbilidades. Un segundo
ciclo de tratamiento con la misma pauta fue suficiente para retratar a dos de las recaidas, sin

nuevas recidivas y sin modificar por este motivo el tratamiento de base de los pacientes.

Los casos de LC presentaron también caracteristicas similares a los casos de
inmunocompetentes del brote (33): lesiones atipicas, frecuentemente multiples. Si bien
muchos de los casos descritos en la literatura, al contrario que los que describimos, suelen
presentar formas diseminadas o complicadas, es muy probable que exista un sesgo de
publicacion. En cuanto al diagndstico, de nuevo la mayor rentabilidad es de la PCR, dado que
Unicamente 3 pacientes se diagnosticaron por la visualizacion del parasito. Esto no es raro
dado que la evolucion de la lesidon conlleva la formacidon un infiltrado inflamatorio
granulomatoso, produciéndose una disminucidn en el nimero de amastigotes, lo cual dificulta

su identificacion (202).

A pesar de tratarse de pacientes inmunosuprimidos (y de nuevo ante la ausencia de
evidencia sobre el mejor tratamiento para estos pacientes), la mayoria se trataron con terapia

local, solo 2 pacientes precisaron tratamiento sistémico por fracaso o recidiva, habiendo
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incluso una curacién espontanea. Tampoco fue preciso retirar el tratamiento de base en la
mayoria de casos. Los datos sobre el tratamiento de LC por L. infantum provienen de series
casos (24), y existe aln menos evidencia sobre inmunosuprimidos. Tampoco se conocen tasas
de curacién espontanea ni hay datos sobre diferencias en el resultado estético con o sin

tratamiento.

Los casos de LM siguen el patron que encontramos en la literatura (12,203): ambos
casos de presentacion insidiosa, con sintomas inespecificos locales de larga duracién, llegando
al diagndstico “casualmente” mediante la anatomia patoldgica, sin otra sintomatologia ni

alteraciones analiticas, y con serologia positiva a titulos bajos.

Existen multiples incégnitas con respecto a la LM, especialmente en torno a su
patogénesis y si se trata del sitio de inoculacién o de una extensién secundaria. Ninguno de los
dos casos que presentamos tenia historia de lesiones cutaneas que pudieran ser el origen de la
enfermedad. En el contexto del brote ha habido sin embargo un caso (204) de un paciente
inmunocompetente que ha presentado una leishmaniasis nasal habiendo tenido previamente

una LC curada (seria por tanto un caso de enfermedad mucocutanea).

Dada la baja incidencia de leishmaniasis mucosa por L. infantum no existe tampoco
evidencia en cuanto al tratamiento, que suele ser sistémico (en parte por la posible existencia
de otras lesiones no diagnosticadas), aunque se han descrito casos curados con tratamiento
local o quirurgico (12). Nuestros casos se trataron con tratamiento sistémico con anfotericina B
liposomal a las dosis usadas para LV en poblacidn inmunocompetente, y en una de ellas se

mantuvo profilaxis secundaria tras la curacién. Ambos tuvieron buena evolucién sin recidivas.

Aunque los casos de LM en nuestra serie no estdn asociados al tratamiento con
farmacos anti-TNF, varios estudios experimentales sugieren que estas formas serian mas

frecuentes en esta poblacién. En un estudio (205) en ratones knockout para el receptor 1 del
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TNF, tras la infeccidn por L. major conseguian controlar el parasito pero no resolver las
lesiones, viéndose un perfil de respuesta inmune similar al encontrado en las formas
mucocutaneas de enfermedad. Asimismo, los polimorfismos en las secuencias promotoras del
TNF-alfa se han asociado con LM (8). Existen varios casos descritos en la literatura de formas

mucosas o mucocutaneas con estos farmacos (13,122,127,150).

Al disefar el estudio, dos de las dudas que plantedbamos eran si era necesario retirar
el tratamiento inmunosupresor y si era necesaria la profilaxis secundaria en estos pacientes.
En cuanto a la retirada del tratamiento inmunosupresor, aunque los casos son muy
heterogéneos y el nimero es pequefio, no parece que haya una diferencia en la evolucién
entre los casos en que se retird y en los que no. Consideramos que lo mas prudente seria
suspenderlo inicialmente y reintroducirlo de forma precoz, pero en los casos en que retirarlo
pueda suponer un brote de su enfermedad de base, con la alteracién inmunitaria que eso
puede provocar, seria razonable mantenerlo. En cuanto a la necesidad de profilaxis en los
casos de LV, no tenemos tampoco datos concluyentes, pero no parece necesaria para la
mayoria de pacientes, pudiendo plantearse en casos en que la inmunosupresidn sea severa
(varios farmacos, corticoides a dosis altas, etc.). Mds adelante comentaremos la posible

utilidad del test de linfoproliferacion para la toma de decisiones en este contexto.

5.4 Factores de riesgo de exposiciéon a Leishmania

Al realizar el analisis univariado comparando la poblacidon expuesta y la no expuesta,
hemos encontrado diferencias en cuanto a la edad (p=0.015, OR 1.04 IC 95% 1.008-1.073 en el
anadlisis multivariado). Estd ampliamente descrito en la literatura que la prevalencia de
exposicién a Leishmania aumenta con ésta (206). En un estudio epidemioldgico (207) en un
foco endémico de leishmaniasis canina en Cerdeiia en 1990 la positividad del test de

leishmanina presenta una curva hiperbdlica, siendo positivo en 39.3% de la poblacion
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inmunocompetente entre 55-65 afios (en poblacion general 9.7%, varones 15.5%). El estudio
de Alicante (44) encuentra también grandes diferencias entre nifios y adultos (10%-50%).
Aunque, como ya hemos comentado, se ha elucubrado a la vista del perfil etario de
enfermedad que la poblacidn de Fuenlabrada fuera una poblacion no expuesta con
anterioridad al brote (no existen datos de exposicidén previos en la zona), consideramos que
tanto la elevada prevalencia como el gradiente de exposicidon por edades que encontramos en
nuestro estudio, iria en contra de esta teoria, aunque si es posible que la exposicién previa
fuera a una cepa diferente con menor virulencia (31). En este sentido, y dado que al disefar el
estudio consideramos que la exposicién seria reciente (como maximo desde el inicio del
brote), no analizamos el tiempo de residencia en la zona, factor que se ha relacionado con el

riesgo de enfermedad en otros estudios (186).

En cualquier caso, el descenso de la incidencia de leishmaniasis infantil ha sido una
constante en Europa en la segunda mitad del siglo XX, y se ha asociado fundamentalmente a
cambios sociales que dan lugar a una exposicidn menor a edades tempranas, asi como menor

susceptibilidad a las infecciones por mejoras nutricionales y del estatus inmune (44).

Un factor que se ha asociado de forma constante a la exposicidn a Leishmania en el
Mediterraneo (164,169), pero que en nuestro caso no tiene interés al tratarse de un brote
urbano es el habitat rural, lo que se ha relacionado con factores como el clima, el tipo de

suelo, etc.

5.5 Factores de riesgo de enfermedad

En el andlisis de la poblaciéon enferma vs. la expuesta, hemos encontrado diferencias
significativas en cuanto al uso concomitante de corticoesteroides o metotrexato y al
diagnéstico de espondilitis anquilosante. La distancia al parque y el uso de adalimumab se

encuentran en el limite de la significacion estadistica.
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En cuanto a las posibles diferencias de riesgo entre farmacos, como comentabamos en

la Introduccién, multiples estudios® atribuyen al etanercept un riesgo de infecciones (83,91—
94,143) y de infecciones granulomatosas (100-105) menor que el asociado al resto de
farmacos, y también se ha sugerido esta ventaja para Leishmania (143). La plausibilidad
bioldgica de esta diferencia esta detallada en la Introduccién. Nuestros datos, sin embargo, no
confirman esta teoria. Por un lado, como comentabamos previamente, es el fdirmaco que ha
presentado mayor tasa de incidencia de formas viscerales, y en el andlisis comparativo de
expuestos vs. enfermos no hemos encontrado una diferencia significativa de riesgo con los
otros farmacos. Algunos de los estudios citados tienen limitaciones metodolégicas muy
importantes (estan basados en los casos publicados o en sistemas de declaracién poco fiables,
con datos incompletos sobre las caracteristicas de los pacientes o sobre el uso de estos

farmacos en las poblaciones en estudio...).

El Unico estudio (152) que compara experimentalmente el efecto de estos farmacos en
células infectadas por Leishmania, como comentdbamos en la Introduccién, considera que
certolizumab seria mas seguro que infliximab o adalimumab, dado que éstos, al contrario que
certolizumab, disminuyen la proliferacién de células T y aumentan el nimero de macréfagos
infectados. Si bien el hecho de que sea el Unico farmaco que no ha tenido ningun caso en
nuestra serie apoyaria esta teoria, no hemos encontrado diferencias estadisticamente
significativas y tampoco es posible calcular el OR. Las diferencias moleculares entre
certolizumab y los otros farmacos son bastante importantes como ya se ha comentado, y se ha
propuesto que la pegilacion tenga un efecto inmunoestimulador. En ese mismo estudio se
analizaba asimismo una forma pegilada de infliximab que también mejoraba la eliminacién de

Leishmania, posiblemente por medio del complemento.

4 En las referencias que mencionamos en este apartado, salvo que se especifique lo contrario,
se habla siempre del riesgo de infeccidn o infeccion grave con el uso de farmacos antiTNF, no del riesgo
de leishmaniasis dado que no existen apenas estudios al respecto.
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Los datos sobre certolizumab en las revisiones sistematicas sobre el riesgo de
infecciones graves son en cualquier caso contradictorios, atribuyéndole tanto el menor riesgo

(208) como el mayor riesgo del grupo (85).

El Unico fdrmaco que parece asociado a mayor riesgo de enfermedad en nuestro
estudio es adalimumab (OR 21.27 IC 95% 1.39-333.33 p=0.028 en el analisis multivariado)
aunque hay que sefalar que la mayoria de los casos con éste fueron formas cutdneas, lo que
habla tal vez de una respuesta inmune suficiente para evitar la visceralizacién. El riesgo con
adalimumab e infliximab deberia ser muy similar, dado que se trata practicamente del mismo
farmaco: Ambos tienen volimenes de distribucién, vida media y aclaramiento similares, pero
al ser subcutaneo adalimumab presenta menor concentracién pico (lo que deberia en todo
caso afectar en menor medida a la respuesta inmune). El hecho de no haber encontrado
asociacién en nuestro estudio con infliximab puede deberse a varios factores, entre ellos el
tamafio de la muestra o la posibilidad de factores de confusién por diferencias en el perfil de

paciente (patologia, otros tratamientos) con cada uno.

En relacién al diagndstico de base, es conocida la disfuncién inmune que presentan los

pacientes con AR, por diferentes mecanismos, entre ellos la alteracién de la funcién linfocitaria
(98). Ademas, se trata de una enfermedad que suele llevar asociada una carga elevada de
farmacos inmunodepresores, especialmente ciclos de corticoides, al contrario que otras
enfermedades de este grupo, como la espondilitis anquilosante. Este ha sido en nuestro
estudio el Unico diagndstico que ha presentado diferencias significativas, asocidndose a un
menor riesgo de enfermedad (OR incalculable), que consideramos se encuentra relacionado
probablemente con la ausencia de uso de corticoides en esta patologia, dado que pierde la
significacién en el analisis multivariado y hemos encontrado asociacién significativa entre
ambas variables. Ademas, se trata habitualmente de un perfil de paciente mas joven con

menos comorbilidades. En el analisis de los datos del registro Biobadaser (209) comparan el
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riesgo de infeccién grave de los farmacos anti-TNF en pacientes con AR y pacientes con otras
enfermedades del tejido conectivo y encuentran mayor riesgo para los pacientes que no
tienen AR. Los autores sugieren que esto podria ser debido a la peor situacion basal de estos
pacientes (que suelen tener indicaciones de uso compasivo, mds tratamientos concomitantes

etc.), o a alteraciones de la inmunidad inherentes a sus enfermedades, no bien conocidas.

Otros factores relacionados con el diagndstico que se han visto asociados al riesgo de
infeccidn, y que no hemos podido incorporar en nuestro estudio por no tener acceso fiable a
esos datos, son el tiempo de evolucién de la enfermedad (209) y el grado de control de ésta,
qgue como deciamos puede condicionar la situacién de inmunodepresién de estos pacientes.
En un estudio (210) sobre el riesgo de infecciones asociado al uso de adalimumab se encontré
una correlacién lineal entre el indice de actividad de enfermedad de Crohn y la incidencia de
infecciones. También en el estudio de los datos del registro aleman (97) el control de Ila
enfermedad se asocia a menor riesgo de infeccién. Aunque otros estudios no han confirmado
esta asociacidn, es frecuente que se utilicen variables subrogadas para medir el control de la

enfermedad como por ejemplo el uso de corticoides, que podrian ser factores de confusidn.

Nuestros resultados sobre el uso de corticoides (OR 8.2 IC 95% 1.89-35.44, p=0.006) y

metotrexato (OR 5.57 IC 95% 1.39-22.33, p=0.018) coinciden con multiples estudios que
hablan de que el riesgo de infeccidn asociado al uso de farmacos anti-TNF es mayor con el uso
de corticoesteroides (84,97,98), y mayor a mayor dosis de éstos. La asociacién es menos clara
con otros farmacos (azatioprina, metotrexato etc.), posiblemente porque su uso se asocie a
mejor control de la enfermedad de base. En el analisis multivariado la asociacién de
enfermedad con el uso de corticoides se mantiene (p=0.038 OR 14.70 IC 95% 1.16-200), no asi
con metotrexato, siendo probablemente un factor de confusidon dado que los pacientes que

usan este farmaco usan también frecuentemente corticoides (p<0.001).
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Uno de los resultados inesperados de nuestro estudio ha sido no hallar asociacion

entre la exposicion a Leishmania y la distancia entre el domicilio del paciente y el Pargue. Esta

asociacion se ha confirmado en VIH (184) y en pacientes con TOS se ha visto asociacidn entre
la distancia y los casos de LV (75), y resulta plausible dado que la actividad del flebotomo es
nocturna y su radio de vuelo en zonas urbanizadas es de unos 300 metros (189). Una de las
posibles limitaciones de nuestro analisis es que hemos realizado la determinacién de las
distancias de forma lineal sin tener en cuenta las posibles barreras verticales en el hipotético
recorrido del mosquito. Otra posibilidad, que ya comentdbamos y que ampliaremos en el
siguiente punto, es que hayamos clasificado como no expuestos a un nimero relevante de

pacientes expuestos, dado que desconocemos la sensibilidad del test CPA-SLA.

En la comparativa enfermos/expuestos si que hemos encontrado en cambio una
asociacion entre enfermedad y domicilio a menos de 1 Km del parque (OR 22.72 IC 95% 1.79-
250 p=0.016 en el analisis multivariado). Es muy posible por tanto que la exposicion repetida al
parasito aumente el riesgo de desarrollar enfermedad (indculo mayor, contacto con varias
cepas...). No hemos encontrado ningun estudio que compare la exposicién al vector (u otras
variables subrogadas de exposicidén al parasito) en infeccién asintomadtica y sintomdtica

(existen ademas pocos estudios en zonas con un foco espacial tan concreto).

Otros factores que se ha descrito que aumentan el riesgo de los farmacos anti-TNF en
algunos estudios son la edad (209) (aumenta el riesgo de infeccién grave (195,209) y de
tuberculosis (104)) y la etnicidad no blanca (aumenta el riesgo de tuberculosis (102)). En
nuestro estudio y posiblemente debido al nimero de pacientes no hemos encontrado

diferencias significativas para estas variables.

Un factor que parece tener gran relevancia y que resulta muy dificil a dia de hoy

introducir en este tipo de estudios son las diferencias genéticas, que se sabe que afectan a la
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tasa de infeccidn asintomadtica, y por tanto a la inmunidad contra el pardsito. Se han visto
algunos genes candidatos (43) en estudios familiares o de casos y controles (IL-4, TNF, IFNy
receptor, 1L-10, NRAMP1 (Slcllal)), pero su impacto concreto es desconocido. Algunos
estudios (42,211) dan bastante fuerza a los polimorfismos del gen del TNF, lo que podria
determinar no solo el diferente riesgo de leishmaniasis de algunos pacientes, sino diferencias

de riesgo en pacientes que usan el mismo farmaco anti-TNF.

Otro factor que no hemos tenido en cuenta y que ha tenido mucha atencién en la
literatura en los ultimos anos ha sido el efecto de las diferencias nutricionales en el riesgo de
infeccion por Leishmania (170). Aunque no es probable que haya grandes diferencias en
cuanto a la nutricién proteica en la mayoria de individuos de nuestra cohorte, si que puede
existir un riesgo de desnutricién en casos concretos (enolismo, neoplasias, etc.) y también se
han encontrado alteraciones de la respuesta inmune a Leishmania asociadas al déficit de

micronutrientes (212).

Vemos como se trata de una poblacidon con multiples factores de inmunodepresion,
con una distribucidn muy heterogénea y cambiante en el tiempo. Diferenciar entre factores de
riesgo y factores de confusidn en estos pacientes es particularmente dificil y precisaria el
estudio de una poblacidn muy grande para poder analizar de forma adecuada la asociacién
entre las diferentes variables y el riesgo atribuible a cada una. Para infecciones mas frecuentes
esto es algo menos complejo al disponer de mas datos, y existe por ejemplo un modelo
matematico que permite estimar el riesgo basal de un paciente de tener una neumonia de cara
a plantear el inicio de un tratamiento anti-TNF (213). Un modelo similar para leishmaniasis

seria de gran utilidad en zonas endémicas.
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5.6 Marcadores de curacion y recidiva

Para los casos de LV, al analizar los resultados de los diferentes test propuestos como
posibles marcadores de curacién, antes y después de tratamiento, vemos como las diferencias
son significativas para el CPA-SLA, el INF-gamma y la PCR en sangre, que permitirian por tanto
distinguir entre enfermedad activa y curada en estos pacientes. El resto de test son poco
fiables dado que son positivos o negativos de forma inconstante por los motivos que ya hemos

explicado.

La PCR en sangre, si bien parece buen marcador de curacidn, vemos que no sirve para
monitorizar posibles recaidas en esta poblacién (como recomiendan algunos autores (76)),

dado que ninguna de las tres muestras de recidiva fue positiva.

En cuanto a la respuesta linfoproliferativa, vemos que es negativa en la mayoria de los
pacientes (83.33%) durante la enfermedad activa, como parece légico dado que si han
presentado una forma visceral serd porque no han conseguido tener una respuesta inmune
suficiente para controlar el parasito. Tras el tratamiento, en la mayoria de pacientes esta
respuesta positiviza en los primeros meses, aunque en algunos pacientes tarda mas. Este
resultado es similar al encontrado en la poblacién general del brote, donde en enfermedad
activa mostraron respuesta positiva el 22% de los individuos, aunque con un indice de
linfoproliferacion bajo, positivizando al tercer mes tras tratamiento en el 93% de los pacientes

(189).

Tanto el CPA-SLA como el INF-gamma hablan del control inmunolégico del parasito y
por tanto su positividad seria marcador de curacién y de ausencia de recidiva, mientras que su
negativizacidn seria sugestiva de ésta. Mientras que los resultados en poblacién VIH (184), y
en pacientes trasplantados (174) fueron muy consistentes en este sentido, vemos que en

nuestra muestra la negativizacién de la respuesta proliferativa no es rara en el seguimiento de
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los pacientes curados, sin coincidir necesariamente con una recidiva, si bien todos los

pacientes que recidivan negativizan la respuesta (tendria por tanto baja especificidad).

Aunque la utilidad de la respuesta linfoproliferativa en poblacién inmunosuprimida no
VIH seria por tanto mds limitada, consideramos que seria razonable solicitarla tras el
tratamiento, especialmente en casos con dudas sobre la efectividad de éste o bien muy
inmunodeprimidos, y seguir estrechamente a los pacientes que no positivizan la respuesta
inicialmente. En estos se podria plantear la profilaxis secundaria hasta que lo hicieran (esto
confirmaria que son capaces de desarrollar una respuesta inmune al parasito, aunque el hecho
de perder la positividad posteriormente no implique necesariamente la recaida ni la necesidad
de reanudar la profilaxis). Los pacientes que positivizan respuesta de forma precoz (primeros 3
meses) consideramos que se pueden considerar curados y se puede reintroducir la medicacién
inmunosupresora en el caso de que se hubiera suspendido, aunque el seguimiento en
cualquier caso debe ser estrecho especialmente en el primer afio (que es cuando se han dado

la inmensa mayoria de las recidivas en el brote).

En algunos casos, el hecho de que la respuesta linfoproliferativa sea negativa tras la

|”

curacion podria hablar de una posible “cura estéril” que se ha relacionado con la pérdida de la
inmunidad al pardsito. Asi, varios autores (50,214) han sugerido que el mantenimiento de la
inmunidad podria requerir la estimulacidn permanente mediante antigenos latentes. También

se ha propuesto que pacientes que abandonan la zona endémica perderian la inmunidad al

dejar de exponerse, como sucede en otras enfermedades (181).

En las formas cutdneas y mucosas, la respuesta linfoproliferativa positiva presente en
algunos pacientes en la enfermedad activa podria indicar la capacidad del huésped de
controlar la infeccidn (evitar su visceralizacion o incluso presentar curacidn espontanea, que es

frecuente en LC y se ha descrito también en algunos casos de LM (215)), pero no sirve para
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diferenciar las formas activa y curada. Aunque es posible que la ausencia de significacion
estadistica en nuestro estudio sea debida al escaso nimero de pacientes, en la poblacién
inmunocompetente (33 casos de LC) tampoco ha sido posible validar un test de curacién

(datos no publicados).

Varios de los pacientes curados de LC presentaron respuesta negativa. A estos se les
realizé la determinacién varios aifios después de la curacién, por lo que es posible que hubieran
presentado respuesta positiva tras la curacidon y la hubieran perdido posteriormente. En
cualquier caso esta descrita en la literatura esta diferencia entre los perfiles inmunolégicos de
los pacientes curados de LC y LV, que se ha atribuido entre otras causas a que la mayor carga
parasitaria en LV daria lugar a una respuesta Th1l mas fuerte (181,216). En diferentes estudios
con L. major se ha asociado la ausencia de proliferacién celular y de elevacién de INF-gamma

con enfermedad cutdnea severa y ausencia de curacién espontanea (217,218).

5.7 Infeccidn asintomatica

Hemos realizado un cribado de infeccidn asintomatica por Leishmania en una muestra
de 104 pacientes asintomdticos en tratamiento con farmacos anti-TNF, a los que hemos
realizado gPCR, serologia, cultivo y test de linfoproliferacion celular CPA-SLA. Hemos
identificado 46 pacientes positivos, todos ellos con CPA-SLA positivo, 4 de ellos ademas con
serologia positiva. Uno de los hallazgos inesperados, junto con la elevada prevalencia de
infeccidon asintomatica, ha sido el hecho de que la respuesta linfoproliferativa cambia en

muchos pacientes con el tiempo.

Si bien lo mas habitual en los pacientes que presentan respuesta positiva antes de
iniciar el tratamiento es negativizarla tras éste (83.3%), no podemos estar seguros al atribuir al
farmaco ese efecto dado que otros pacientes cambian la positividad sin cambios en el

tratamiento. Asimismo, para los pacientes que presentan respuesta negativa y que la
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positivizan durante el estudio existen dos opciones: que se hayan expuesto durante el mismo o
gue se tratara de un falso negativo previo. El nimero de pacientes y los cambios frecuentes de
tratamiento, no permiten extraer conclusiones sobre la relacion de estos cambios en la

respuesta con los diferentes farmacos.

En los pacientes curados de nuestra serie ya hemos visto que esto ocurria también, no
solo que pierdan la respuesta, sino que ésta negativiza y vuelve a positivizar. Una de las
posibles causas es la pérdida del estimulo inmune y la reexposicién ulterior. En el seguimiento
de los pacientes que tuvieron una LV durante el brote (poblacién general) se ha visto que la
mayoria de estos mantienen la respuesta positiva al menos 8 meses, lo que se ha atribuido a
dos factores: el mantenimiento del contacto con el pardsito al vivir en la zona del brote, y el
sistema inmune competente del individuo (189). Un estudio que analizaba la evolucion de la
secrecién de INF-gamma en pacientes curados encontrd que esta se elevaba en los meses3y 6
post-tratamiento, pero al afio descendian a un tercio del nivel en el mes 6 (178). Actualmente
no se conoce con claridad el tiempo que tarda en desarrollarse una respuesta celular

especifica efectiva, asi como la duracion de dicha respuesta en el tiempo (189).

Si bien a los pacientes inmunocompetentes no se les ha realizado un seguimiento tan
prolongado como a los pacientes de nuestro estudio, asumimos que gran parte de la
variabilidad en la respuesta linfoproliferativa encontrada en los pacientes inmunosuprimidos
se debe a una de las caracteristicas mds importantes de nuestra poblacién, que no
encontramos en la poblacién inmunocompetente ni en los individuos VIH con buen control: el
grado de inmunodepresion en estos pacientes es cambiante. Por un lado, son frecuentes tanto
brotes de enfermedad (con la inmunodepresién asociada a éstos) como cambios de dosis o de
tratamiento (por multiples causas: pérdida de efecto, efectos secundarios, etc.). Por otro lado,

sabemos que el efecto inmunomodulador de los farmacos anti-TNF es tiempo-dependiente y

115



DISCUSION

de hecho en algunos casos hay que acortar el intervalo de administracion por pérdida de
efecto transcurridas 1-2 semanas de la dosis. Es posible por tanto que la respuesta
linfoproliferativa negativice en relacién con la administracién del farmaco (momento de
maxima inmunodepresién) y sea recuperada segun se aclara este. En nuestro estudio no
hemos tenido acceso a la informacion sobre la fecha de administracion de la dosis (salvo
infliximab, los fdrmacos se administran en casa por el paciente) y por tanto no hemos podido
comprobar esta hipétesis, pero consideramos que seria un dato a considerar en préximos

estudios.

Aunque se considera que tanto los pacientes curados como los asintomaticos
muestran inmunidad a largo plazo, los perfiles inmunoldgicos de ambos difieren
discretamente, siendo mayor la respuesta linfoproliferativa y la produccién de INF-gamma en
curados, mientras que la produccién de otras CK como la IL-10 seria mayor en asintomaticos

(47).

Estas técnicas tienen aun diferentes aspectos a clarificar, como han sefalado varios
autores. En primer lugar, aunque la sensibilidad parece mayor que la del test de leishmanina,
una de las ventajas de éste es que se ha usado ampliamente en multiples estudios con
diferentes poblaciones y estatus clinicos (180). La complejidad de la técnica de
linfoproliferacidn dificulta el estudio de la misma en zonas endémicas y por tanto la validacién
de su utilidad (180). Los test basados en medicién de CK mediante ELISA, que son menos
laboriosos y requieren menos equipo que el test de linfoproliferacion (178), serian mas faciles
de llevar a cabo en paises en desarrollo y también mas reproducibles entre laboratorios. Se

esta estudiando la utilidad de otras muchas CK como posibles marcadores (180).

En cuanto a los limites de positividad, estos varian segun la poblacién y la técnica

utilizada y son dificilmente comparables entre estudios. Diferentes autores han sugerido que
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las técnicas realizadas mediante el aislamiento de células mononucleares de sangre periférica
tendrian menor sensibilidad que las realizadas en sangre completa (172,180). Aunque lo
habitual en otros estudios es realizar una Unica determinacidn por paciente con lo que seria
imposible detectar estos cambios, en algunos estudios si se han hecho varias determinaciones
encontrando también variacién temporal en los resultados en ambas direcciones, que puede

ser debida en parte a la inexactitud en el calculo de los cut-off (180).

En cuanto al riesgo de progresién a enfermedad activa de estos pacientes expuestos,
como comentabamos en el objetivo 1 parece bajo, y en cualquier caso la evolucién de la CPA-

SLA no permitiria distinguir a pacientes que van a tener enfermedad activa.

En relaciéon al interés de un cribado de infeccion asintomdtica previo a la
inmunosupresion en pacientes que vivan en zona endémica, que ha sido recomendado por
varios autores (212,219), consideramos que no esta justificado. En primer lugar, los métodos
de cribaje disponibles actualmente son poco fiables y probablemente no clasifican
correctamente a una gran parte de la poblacion. En segundo lugar, no parece que el riesgo de
reactivaciéon de infeccion latente sea alto en estos pacientes, y tampoco parece que exista a
dia de hoy una forma de predecir qué pacientes van a tener enfermedad activa. Se debe
mantener en cualquier caso un bajo umbral de sospecha ante la aparicién de sintomas en
estos pacientes, e incorporar a la educacidon de los mismos informacién sobre el parasito,

medidas preventivas y sintomas por los que consultar.

5.8 Limitaciones del estudio

Nuestro estudio presenta varias limitaciones:

- En primer lugar, se trata de un estudio observacional, con las limitaciones inherentes a

los mismos para analizar causalidad.
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La recogida de datos es retrospectiva, por lo que puede haber alguna inexactitud, y no
es ciega, aunque los datos recogidos son objetivos, lo que minimiza el riesgo de sesgo.

La seleccion de la muestra de pacientes asintomdticos no fue aleatoria (por diferentes
razones, siendo la fundamental que queriamos garantizar un numero similar de
individuos con cada fdrmaco y al inicio del estudio habia muy pocos pacientes en
alguno de los grupos, asi como por diferentes limitaciones para el reclutamiento
(acceden a participar en el estudio en general los pacientes con mejor situacion
basal)). Tampoco disponemos de los datos de la cohorte total para poder realizar un
test de homogeneidad, ni tenemos acceso a datos de este tipo de pacientes a nivel
poblacional. Por tanto, es posible que la muestra esté sesgada y los resultados no sean
extrapolables a la cohorte o a otras poblaciones similares.

Dado que se trata de tratamientos de dispensacion hospitalaria, todos los pacientes en
tratamiento con estos farmacos estan incluidos en el analisis, pero existe la posibilidad
de que algun paciente que viva en la zona siga tratamiento en otro centro.

Por diferentes motivos (el paciente no se realizé todas las analiticas, hubo problemas
con la muestra, el resultado fue en rango dudoso) solo el 54% de los pacientes de la
cohorte de 104 asintomaticos tiene 3 o mas analiticas validas para la valoracion del
estatus de exposicion (de acuerdo con el protocolo inicial). Esto podria alterar los
datos en el sentido de haber infraestimado el nimero de pacientes expuestos o el
numero de pacientes que modifican su respuesta con el tiempo.

Asimismo, en el disefio inicial del estudio de cohortes se asumié que algun paciente
resultaria enfermo en el periodo del estudio y no ha sido asi. Esto, aunque habla del
bajo riesgo de enfermedad activa que tienen estos pacientes, dificulta el analisis
riguroso de este riesgo y sus factores.

Por otro lado, pese a ser la serie de casos mas grande publicada en nuestro medio de

pacientes inmunosuprimidos de una misma zona endémica, el pequefio nimero de
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casos (especialmente en la forma de leishmaniasis mucosa) hace también que sea
menos probable llegar a resultados estadisticamente significativos.

- En cuanto al andlisis realizado, dado el pequefio nUmero de casos hemos analizado
conjuntamente los casos de leishmaniasis visceral y cutanea, y es posible que ambas
formas clinicas tengan factores de riesgo diferentes. Como comentabamos en la
Introduccidn, se ha sugerido que el TNF tenga un papel especialmente relevante en la

defensa de piel y tejidos blandos (95).

Pese a todo, consideramos que la metodologia y el tamano del estudio, asi como el
acceso a la informacidn sobre las caracteristicas de la poblacion de estudio, datos reales sobre
el uso de farmacos, etc. mejoran en gran medida la calidad de los pocos estudios publicados
hasta el momento sobre este tema, y por tanto las conclusiones que ofrecemos, si bien deben
ser interpretadas y extrapoladas a otras poblaciones con precaucién, son de gran interés y
podrian ayudar a la toma de decisiones clinicas y de salud publica, y sobre todo al disefio de
estudios de mayor envergadura que confirmen nuestras hipdtesis. Estos estudios
consideramos que deberian ser multicéntricos y probablemente a nivel europeo para alcanzar

suficiente potencia estadistica.
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CONCLUSIONES

1.

La prevalencia estimada de exposicidon a Leishmania en pacientes en tratamiento
anti-TNF en nuestra zona ha sido del 46.43%. Ninguno de los pacientes expuestos
en nuestra muestra desarrollé enfermedad activa durante el periodo de estudio.
La tasa de incidencia de enfermedad en pacientes en tratamiento anti-TNF en el
periodo de junio de 2009 a diciembre de 2015 fue de 386.84 casos por 100 000
pacientes-afio para leishmaniasis visceral y de 773.69 casos por 100 000 pacientes-
afio para leishmaniasis cutdnea. Etanercept fue el farmaco que presentd la
incidencia mds alta de leishmaniasis visceral.

El ratio de infeccidon asintomatica/sintomatica encontrado en nuestra zona fue
15:1.

El cribaje de infeccidn asintomdtica en estos pacientes no esta justificado.

El cuadro clinico de los casos de leishmaniasis visceral en pacientes
inmunosuprimidos no VIH es similar al de la poblacidn general, y la rentabilidad de
las pruebas diagndsticas habituales (serologia y PCR en médula dsea) es muy
buena.

La dosis estandar de anfotericina B liposomal podria ser suficiente para el
tratamiento en estos pacientes.

Recomendamos la retirada del tratamiento inmunosupresor durante la
enfermedad visceral, asi como la reintroduccién del mismo de forma precoz tras el
tratamiento. En los casos en que la retirada del tratamiento pueda implicar un
brote de la enfermedad de base, recomendamos mantenerlo.

No recomendamos el uso sistemdtico de profilaxis secundaria en estos pacientes.
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10.

El seguimiento de los pacientes inmunosuprimidos curados de leishmaniasis
visceral debe ser estrecho durante el primer afio por el riesgo de recidiva. Un
resultado positivo del test de linfoproliferacion a SLA tras el tratamiento indicaria
la existencia de inmunidad al parasito y permitiria la reintroduccién de los
inmunosupresores y la retirada de la profilaxis en el caso de que se hubiera
iniciado. La negativizacidon de este test durante el seguimiento es frecuente en
estos pacientes y no indica necesariamente recidiva.

En pacientes en tratamiento con farmacos anti-TNF, el uso de corticoesteroides es
un factor de riesgo adicional para el desarrollo de leishmaniasis. El riesgo de

enfermedad es mayor con adalimumab que con el resto de fdrmacos anti-TNF.
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ANEXO I: Consentimiento informado

DOCUMENTO DE INFORMACION AL PARTICIPANTE EN EL ESTUDIO DE INVESTIGACION

ESTUDIO SOBRE EL IMPACTO DEL BROTE DE LEISHMANIASIS DEL SUROESTE DE MADRID EN
LA POBLACION INMUNOSUPRIMIDA
Estudio sobre poblacién en tratamiento con anti-TNF

Investigador Principal del Hospital de Fuenlabrada: Dr. Juan V. San Martin Lépez
Co-investigador(es) del Hospital de Fuenlabrada: Dra. Belén Matia Hernando

En el Hospital Universitario de Fuenlabrada, igual que en la mayoria de hospitales,
ademas de la asistencia a los pacientes, se realiza investigacidon 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 bioldgicas 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 esta en el hospital de
Fuenlabrada y fue aprobado por el Comité Etico de Investigacién Clinica de dicho hospital.

Solicitamos su autorizacion para la participacion en este estudio y para incorporar al
Biobanco del hospital el material biolégico sobrante de las pruebas que se le realicen
durante el mismo en este centro, con el fin de que puedan ser utilizadas en investigacion
biomédica

La participacion 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 obligacion de dar explicaciones. Le aseguramos que esta decision no afectard a la
relacidon 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 Proteccion de Datos Personales, y sus normas de desarrollo, le
solicitamos que lea detenidamente este documento de informaciéon y el consentimiento
informado que se le adjunta al final para su firma, si estd de acuerdo en participar en esta
propuesta.

éCual 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 varias
presentaciones clinicas, desde la forma cutanea hasta la visceral, que es la mas grave y puede
suponer una situacién de riesgo vital. Se trata de una enfermedad rara sobre la que existe poca
informacidn por su poca frecuencia.

141




ANEXO I: Consentimiento informado

Este brote endémico es una oportunidad para un mejor estudio de esta enfermedad y
valorar la necesidad de la prevencidn en pacientes de alto riesgo de padecer la enfermedad,
como los pacientes que reciben tratamiento con farmacos inhibidores del TNF.

El fin de este estudio es intentar estimar la prevalencia de infeccién por Leishmania
durante un brote epidémico y su evolucidén en pacientes que estan recibiendo un tratamiento
anti-TNF. Ademads, nos permitird conocer distintos pardmetros en sangre involucrados en la
respuesta inmune a la infeccién para conocer mejor los factores predisponentes al desarrollo
de la enfermedad. Este estudio representara la mayor recopilacién de datos sobre esta
enfermedad en pacientes y proporcionard datos sobre la presentacién 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 esta realizando un tratamiento puede conferir
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.

éCudles son los riesgos y molestias?

*Extraccion de sangre: sacar sangre es incbmodo y puede resultar doloroso, puede
tener algunas complicaciones, como la aparicién de un hematoma en la zona de puncién que
puede tardar unos dias en desaparecer y mds raramente complicarse con una infeccidon local
llamada flebitis.

é¢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.

éRecibiré la informacion que se obtenga del estudio?
Si Vd. lo desea, se le facilitard 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 interpretacion clara, por lo que, si
quiere disponer de ellos, deberian ser comentados con el médico del estudio.

éSe publicaran los resultados de este estudio?
Los resultados de este estudio seran remitidos a publicaciones cientificas para su
difusién, pero no se transmitird ningun dato que pueda llevar a la identificacién de los
pacientes.

¢COomo se protegera la confidencialidad de mis datos?

El tratamiento, comunicacidn y cesion de sus datos se hara conforme a lo dispuesto
por la Ley Organica 15/1999, de 13 de diciembre, de proteccion de datos de caracter personal.
En todo momento, Vd. podra acceder a sus datos, corregirlos o cancelarlos.

Solo el equipo investigador y las autoridades sanitarias, que tienen deber de guardar la
confidencialidad, tendran acceso a todos los datos recogidos por el estudio. Se podrd
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transmitir a terceros la informacién que no pueda ser identificada. En el caso de que alguna
informacidn sea transmitida a otros paises, se realizard con un nivel de proteccién de los datos
equivalente, como minimo, al exigido por la normativa de nuestro pais.

éQué ocurrira con las muestras obtenidas?

Las muestras se extraerdn en el Hospital de Fuenlabrada y seran codificadas. Esto
quiere decir que poseen un cddigo que se puede relacionar, mediante una informacidn, con la
identificacion del donante. Esta informacidn estd a cargo del investigador principal y solo
pueden acceder a ella los miembros del equipo investigador y las autoridades sanitarias en el
ejercicio de sus funciones.

Una parte de las muestras (10cc) serd enviada a la Unidad de Leishmaniasis del Centro
Nacional de Microbiologia (Instituto de Salud Carlos Ill) donde se realizaran los estudios
parasitolégicos e inmunoldgicos 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 Investigacién
oficialmente acreditado para su realizacidn.

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.

éExisten intereses econémicos en este estudio?
Vd. no serd retribuido por participar.
Los investigadores no recibirdn dinero por participar en el estudio.

éQuién me puede dar mas informacion?

Para mas informacion puede contactar con el Dr. San Martin, Investigadora Principal del
Hospital de Fuenlabrada, o con los co-investigadores (Dra. Matia Hernando) en el teléfono
916006186.

Le agradecemos su desinteresada colaboracion con el avance de la ciencia y la medicina.
De esta forma estd usted colaborando a vencer las enfermedades y ayudar a multitud de
enfermos actuales y futuros
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CONSENTIMIENTO INFORMADO
Titulo del Estudio de Investigacion:
ESTUDIO SOBRE EL IMPACTO DEL BROTE DE LEISHMANIASIS DEL SUROESTE DE MADRID EN
LA POBLACION INMUNOSUPRIMIDA
Estudio sobre poblacién en tratamiento con anti-TNF

Investigador Principal del Hospital de Fuenlabrada: Dr. San Martin Tfno. 916006186

Co-investigador(es): Dra. Matia Tfno. 916006186

Si ha comprendido la informacion 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, lea y 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 en tratamiento con anti-TNF”. Ademas, 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 Investigacién competente. Esta autorizacién 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 poblacién en tratamiento
con anti-TNF” o Sl o NO

2. Autorizo que el excedente de material bioldgico utilizado para pruebas diagndsticas y la
informacion clinica asociada se utilice para investigacidn en los términos recogidos en el Documento de
Informacion 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 oNO
Teléfono o E-mail de contacto.......cceeeveniiveeenerirecenennns

4. Autorizo a ser contactado en el caso de necesitar mas informacidon o muestras bioldgicas
adicionales
oSl o NO Teléfono o E-mail de contacto:......ccveveeerecrcreneescren s

5. He expresado mi deseo de que se respeten las siguientes excepciones respecto al objetivo y
métodos de las investigaciones:

145




ANEXO I: Consentimiento informado

PARTICIPANTE PERSONA QUE INFORMA
Firma Firma
En
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ANEXO |I: Caracteristicas de la muestra de 102 pacientes asintomaticos

Frecuencia (n) | Porcentaje
Sexo Mujer 53 52%
Otra inmunodepresion | 15 14.7%
DM 12 11.7%
Enolismo 1 0.98%
TOS 2 1.96%
Esplenectomia 1 0.98%
Nacionalidad 8 7.8%
extranjera*
Enfermedad de base AR 26 25.5%
Psoriasis 13 12.7%
APs 13 12.7%
EA 30 29.4%
Ell 14 13.7%
Otro** 6 5.9%
Status al Pendiente de 29 28.4%
reclutamiento comenzar
tratamiento (Inicio)
En tratamiento 73 71.6%
(Antiguo)
Tratamiento en el Infliximab 14 13.7%
momento del Etanercept 25 24.5%
reclutamiento®*** o Adalimumab 18 17.6%
tratamiento de inicio | Certolizumab 27 26.5%
Golimumab 17 16.7%
Corticoides 12 11.8%
Metotrexato 20 19.6%
Han recibido 71 69.6%
corticoides o
metotrexato en los
ultimos 5 afos
Han recibido otro 27 26.5%
tratamiento bioldgico
diferente en los
Ultimos 5 afios
Cambio de 23 22.5%
tratamiento durante
el seguimiento
analitico
Media SD
Edad (afios) 49.27 12.85
Mediana Rango, RIQ
Distancia al parque 1175 123 - 22300,
(metros) 1000

*Nacionalidades: Chile, Colombia, Ecuador (2), Perd (2), Rumania (2) **Otros diagndsticos: Polimialgia reumatica,
espondiloartropatia indeterminada (4), uveitis ***Tiempo de tratamiento en los pacientes Antiguos (semanas):
mediana 38, RIQ 91.25, rango 0-397
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