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Estudio integral del brote comunitario de leishmaniasis en la Comunidad de Madrid

Prologo

La leishmaniasis es una enfermedad infecciosa parasitaria transmitida por vec-
tores incluida en el grupo de Enfermedades Tropicales Desatendidas de la OMS y
que tiene una alta incidencia en la poblacién més pobre de los paises en desarrollo
de Africa, Asia y América. De forma paraddjica, la leishmaniasis es también una
zoonosis endémica en Espafia y otros paises europeos de su entorno, en los que
cada ano se reportan un nimero no desdenable de casos humanos. Es cierto que
en nuestro pais la leishmaniasis es mds conocida por afectar a los perros en los que
causa leishmaniasis canina, una infeccién comun entre las mascotas de la peninsula
y las Islas Baleares. No obstante, a pesar de ser menos frecuente en personas, en los
Gltimos afnos se ha observado un incremento sostenido del nimero de casos humanos
y se han declarado varios brotes, situacién de la que podemos dar cuenta en nuestro
laboratorio del Centro Nacional de Microbiologia (ISCIII) que es el Laboratorio
Nacional de Referencia para Leishmaniasis Humana y Centro Colaborador de la
OMS para Leishmaniasis, en el que confirmamos el diagnostico de buena parte de
los casos de leishmaniasis visceral y cutdnea que ocurren en Espana.

La leishmaniasis presenta una alta complejidad ecolégica, epidemioldgica y
clinica, que es consecuencia del alto ndmero de especies de Leishmania que la cau-
san, de la diversidad de formas clinicas que presenta, de la variedad de reservorios
y vectores implicados en la transmisién del pardsito y de los multiples factores
ambientales, sociales, econémicos y sanitarios que afectan dicha transmisién. Esta
enfermedad es una preocupacién creciente de salud publica debido al aumento de
su extensién e incidencia en las zonas endémicas. Este aumento es debido a factores
como el cambio climdtico, las transformaciones ambientales, las migraciones masivas
o las condiciones de inmunosupresién. En este contexto de cambio global, el brote
de leishmaniasis en Fuenlabrada y otros municipios de la Comunidad de Madrid,
objeto de estudio en este libro, constituye un muy buen ejemplo de la expansién en
nuestro pais de la leishmaniasis asociada a los cambios ambientales y las actuaciones
humanas que finalmente han desembocado en un brote en una zona urbana con un
gran numero de afectados.

Desde el primer momento el brote de leishmaniasis ha sido extraordinario por
lo inesperado, por el alto niimero de casos reportados, por la implicacién directa
de reservorios silvestres, por su duracién (actualmente sigue abierto, pero con una
incidencia mucho menor que en los primeros afios), por las altas tasas de infeccién
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observada en los vectores, por las dificultades para el control de los reservorios y
vectores, etc... Todos estos aspectos muestran la complejidad de la leishmaniasis y
de la multitud de factores que en este caso se han combinado para dar lugar a la
«tormenta perfecta» en la que ha resultado este brote de leishmaniasis y cuyas ca-
racteristicas se describen minuciosamente a lo largo de los diferentes capitulos que
componen esta obra.

El objetivo que se pretende conseguir con este libro es mostrar y poner al dia el
excelente trabajo de investigacién sobre el brote realizado a lo largo de los tltimos
12 afos en el Centro Colaborador de la OMS para Leishmaniasis del ISCIII. Para
ello hemos contando también con la participacién de los clinicos de los hospitales
del drea, y los epidemidlogos y gestores del brote en las consejerfas de la Comunidad
de Madrid. Con ellos hemos colaborado estrechamente durante todo este tiempo y
han contribuido generosamente a que el libro sea un trabajo de todos.

El aspecto fundamental que queremos destacar es que, a pesar de las circuns-
tancias extraordinarias y novedosas que han rodeado el brote de leishmaniasis, desde
el primer momento dispusimos de todas las herramientas necesarias para investigar
las diferentes circunstancias y actores implicados en la dindmica de transmisién
del pardsito. Més alld de las pruebas diagnésticas de leishmaniasis humana que
realizamos para el SNS como laboratorio de referencia, con el fin de profundizar
en el estudio del brote hemos empleado diferentes aproximaciones metodolégicas
como técnicas de identificacién y caracterizacién molecular aplicadas a pacientes,
parésitos reservorios y vectores, ensayos de inmunidad celular en pacientes inmuno-
competentes e inmunodeprimidos, aislamiento y cultivo de las cepas de Leishmania,
captura e identificacién de los vectores, ensayos de xenoodiagndstico y otras. Toda la
metodologfa utilizada, asi como la experiencia para utilizarla, estdn disponibles en el
Centro Colaborador como resultado de més de 35 afios de trabajo de investigacién
en leishmaniasis humana y canina, dentro y fuera de Espafa.

Los Laboratorios de Leishmaniasis y Entomologia Médica del Centro Nacional
de Microbiologia que componen el Centro Colaborador de la OMS para Leishma-
niasis, tienen una larga trayectoria de investigacion en leishmaniasis. Nuestro obje-
tivo ha sido siempre desvelar la complejidad de la infeccidn, entender los factores
que la determinan y aplicar ese conocimiento al desarrollo de medidas de control
efectivas. Entre las muchas aportaciones realizadas por el centro colaborador cabe
destacar los trabajos pioneros sobre la coinfeccién VIH/Leishmania, en la que nues-
tro laboratorio reporté el primer caso en Espana. También confirmamos en estos
pacientes la alta carga parasitaria en sangre periférica y su capacidad para transmitir
parésitos a los fleb6tomos, para ello fue preciso realizar xenodiagnésticos directos
e indirectos, que se pudieron llevar a cabo gracias a las colonias de flebotomos que
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se mantienen en el Laboratorio de Entomologia Médica. Asimismo, se demostré
la alta variabilidad de las cepas aisladas de pacientes coinfectados mediante andlisis
de isoenzimas y se confirmd el riesgo de transmisién directa de leishmaniasis entre
los individuos que comparten jeringuillas. Hemos participado en el desarrollo y
validacién de multiples test diagndsticos, seroldgicos y moleculares, y en numero-
sos estudios comparativos internacionales realizados en diferentes dreas endémicas
para leishmaniasis. Ademds, hemos llevado a cabo varios proyectos de investigacién
sobre la respuesta inmune frente al pardsito y el desarrollo de vacunas que han
servido para identificar biomarcadores de infeccién, cura, recaida en pacientes de
leishmaniasis visceral tanto inmunocomptentes como inmunodeprimdos, y que
también han servido para identificar individuos asintomadticos. El laboratorio ha
participado en diferentes misiones para la evaluacién de brotes de leishmaniasis en
Etiopia, Butdn, Argentina, Chad, Camerdn, Ghana, Panamd, Bolivia, Bangladés y
otros paises, en las que se ha llevado a cabo la caracterizacién molecular del pardsito
y se han realizado encuestas epidemioldgicas e investigaciones entomoldgicas. De
igual forma, hemos desarrollo numerosos estudios sobre leishmaniasis canina para
hacer una descripcién detallada de la historia natural de la infeccién en el perro y
se ha desarrollado un modelo de infeccién experimental en estos animales que se
ha aplicado con éxito al desarrollo de vacunas contra la leishmaniasis canina. De
todo este trabajo de investigacién dan cuenta los numerosos articulos cientificos
publicados a lo largo de los anos, que recogen contribuciones fundamentales de
nuestro laboratorio y constituyen una referencia mundial para la investigaciéon en
leishmaniasis humana y canina. Toda esta experiencia previa ha servido para dar
respuestas répidas y claras a las numerosas interrogantes que ha generado el brote y
cuya resolucién ha resultado crucial para reducir la transmisién del pardsito y con-
trolar el brote. Invitamos al lector a buscar en los diferentes apartados del libro las
preguntas e incégnitas que se plantearon en el brote y a disfrutar de las respuestas
que se dieron para cada caso.

Por dltimo, indicar que la amplia variedad de recursos utilizados en el labora-
torio y en el campo para investigar el brote y también la cercania que ha facilitado
mucho su estudio (el brote se ha producido «al lado de casa»), ha resultado en una
produccién considerable de datos y publicaciones cientificas que lo convierten en
uno de los brotes de leishmaniasis mejor estudiados hasta el momento. La experien-
cia recogida en esta obra ayudard sin duda al estudio y control de futuros brotes de
leishmaniasis. No cabe duda que los habrd, dentro y fuera de nuestro pais, y aunque
es dificil evitar que se produzcan, si podemos prevenir y mitigar sus consecuencias
mediante actividades continuadas de vigilancia activa centradas en los diferentes
actores que participan en el ciclo de la leishmaniasis: parésito, vectores, reservorios
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animales y hospedadores humanos. El objetivo de estas actividades debe ser reducir
los efectos que sobre la transmisién del pardsito puedan tener los cambios ambien-
tales y las actuaciones humanas que se produzcan en el futuro. El conocimiento y
experiencia adquiridos durante estos 12 afnos puede y debe ayudar a que brotes tan
extensos no vuelvan a ocurrir.

Ricardo Molina y Javier Moreno
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CAPITULO 1
Gestion del brote de leishmaniasis

Fernando Fuaster, Andrés Iriso

Area de Vigilancia de Riesgos Ambientales en Salud. Subdireccién General de
Seguridad Alimentaria y Sanidad Ambiental. Direccién General de Salud Publica.
Consejeria de Sanidad. Comunidad de Madrid.

INTRODUCCION

A finales del afo 2010 los Servicios de Epidemiologia de la Comunidad de
Madrid detectaron un incremento inusual en el nimero de casos de leishmaniasis
humana en varios municipios del sur de Madrid que afectaba, de forma particular,

a Fuenlabrada, Leganés, Getafe y Humanes de Madrid.

Desde entonces, se han notificado un total de 796 casos a fecha de mayo de
2022, con mds de 150 casos algunos afnos, siendo el mayor brote de leishmaniasis
de la cuenca mediterrdnea. La curva epidemiolégica refleja en los tltimos afios una
disminucién importante del niimero de casos, 15 entre 2020 y 2021.

Desde el momento en que se detecté la concentracién de casos de leishmaniasis
en Fuenlabrada, la Consejeria de Sanidad desarrollé mdltiples actuaciones con objeto
de acotar el problema y solucionar la situacién lo antes posible, teniendo en cuenta
que nos enfrentdbamos a una enfermedad vectorial compleja, en la que intervienen
varios reservorios dificiles de controlar, como luego se pudo comprobar, y un vector
con un ciclo biolégico especial, en el que las fases inmaduras se desarrollan en el medio
terrestre, en dreas dispersas y de dificil acceso, lo que hace muy complicado su control.

A esto se anadia la dimensién espacial del brote, que afectaba a un territorio
urbano y periurbano de gran extensién y complejidad.

Las encuestas epidemioldgicas que se realizaron inicialmente no encontraron
ningdn dato significativo o factor asociado que permitiera establecer hipétesis sobre
la causa de este incremento tan elevado de casos. El patrén no se parecia al de otros
brotes similares de la cuenca mediterrdnea.

Las actuaciones ambientales de vigilancia y control, incluidos los estudios espe-
cificos llevados a cabo en los perros, gatos y flebotomos de la zona afectada, comen-
zaron a realizarse en 2011, tan pronto se tuvo conocimiento del brote.

Gestion del brote de leishmaniasis
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Los resultados que se obtuvieron de los estudios de la prevalencia de leishma-
niasis en los perros de la zona eran de absoluta normalidad. Tampoco se encontré
correlacién entre la ubicacién de los casos humanos y la localizacién de las colonias
de gatos en los municipios ni valores de prevalencia que pudieran provocar un brote
de esta naturaleza.

La investigacién de los flebotomos si arrojé densidades elevadas de Phlebotomus
perniciosus en varios puntos de los parques de Bosquesur y Polvoranca y en zonas
limitrofes al entorno de Fuenlabrada, asi como en las zonas residenciales limitrofes
con Bosquesur y, en ocasiones, en puntos del interior del casco urbano.

Las primeras conclusiones que se pusieron de manifiesto con esta investigacién
mostraban que el nimero de casos humanos era muy elevado, que en la zona habia
densidades muy elevadas de flebotomos, que el perro no parecia jugar un papel
relevante, y que se desconocian los posibles reservorios que justificaran un brote de
tal dimensién. A su vez, se comprobé que en la zona geogrifica en la que se habia
originado el brote se habian producido cambios drdsticos desde el punto de vista
ambiental, como consecuencia del desarrollo urbanistico de los tltimos 15 afos.

JUSTIFICACION DEL BROTE

En los afios 70 y 80, los municipios de la zona del brote, Fuenlabrada, Leganés,
Getafe y Humanes de Madrid, eran centros urbanos con poca poblacién y con una
economia centrada en la agricultura de secano (cereal), con explotaciones ganaderas
de vacuno de leche y ovino y con amplias zonas rurales de pastos.

En este terreno, con gran aprovechamiento del suelo agricola, habia también
un elevado niimero de lepéridos (liebres y conejos), ya que era una zona de caza
para estas especies que estaban sometidas a una fuerte presion cinegética y ambiental
tanto por la caza y depredadores, como por la siembra y el aprovechamiento de los
pastos por los animales de renta.

Por otra parte, la red de carreteras se limitaba a aquellas que comunicaban ex-
clusivamente los municipios entre si y con la capital.

En pocos afos se produjo una profunda transformacién debido al importante
crecimiento demogréfico y la urbanizacién de este espacio, que trajo consigo las
siguientes consecuencias:

* De una poblacién, de los cuatro municipios antes mencionados en los afos
70, cercana a los 136.000 habitantes, se pasa a una poblacién préxima a los
580.000 habitantes en solo 40 anos, lo que provoca una gran expansién del
drea urbana.

Gestion del brote de leishmaniasis
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e Las dreas agricolas de secano y la ganaderia existente en los terrenos rurales
se sustituyen, en gran medida, por nuevas dreas urbanas residenciales, poli-
gonos industriales y una gran red de autovias y carreteras.

* La construccién de grandes infraestructuras de comunicacién, como el tren
de cercanias y las autovias antes mencionadas, lleva asociada la formacién
de taludes, que facilitan el crecimiento de las poblaciones de conejos, que
los emplean como lugares de cria.

 La creacién de nuevas zonas verdes (parques forestales periurbanos), como
Bosquesur o Polvoranca, para dar respuesta a las nuevas demandas urbanas
de recreo y esparcimiento, favorecié la aparicién de una gran poblacién
de liebres que encontré un terreno idéneo para su crecimiento, sin apenas
predadores o competidores ni actividad cinegética.

En las figuras 1 y 2 se puede apreciar la intensa transformacién sufrida en estos
municipios y, en concreto en el de Fuenlabrada y Leganés, entre los afios 60 y 90.

Figura 1. Fuenlabrada en los aios 60.

Gestion del brote de leishmaniasis | 11
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Figura 2. Fuenlabrada en los afios 90.

Por otra parte, en las figuras 3 y 4 se pueden observar los cambios acaecidos
en los diferentes usos del suelo en el drea cercana a Bosquesur entre 1980 y 2009.

Figura 3. Usos del suelo en el area de Bosquesur 1980.

Area de Bosquesur. 1980

Usos del suelo
| Comercial
| Educativo
] Equipamiento .
[0 Industrial . e
7 Sanitario ; J'
Urbano e
Carreteras proyectadas
=+ Cercanias
= Red hidrografica
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Figura 4. Usos del suelo en el area de Bosquesur 2009.

Area de Bosquesur. 2009 B

Usos del suelo
7 Comercial
[ Educativo
7 Equipamiento
[ Industrial
[ Sanitario
Urbano
Carreteras proyectadas
=+ Cercanias
—— Red hidrogréfica

En 2011 se solicité el apoyo y asesoramiento del Instituto de Salud Carlos Il y
se comenzaron los primeros estudios en los perros del drea para conocer si estaban
implicados en el brote. Los valores de prevalencia encontrados, inferiores incluso a
los valores que se obtenian en el sistema de vigilancia de la leishmaniasis en perros
de la Comunidad de Madrid, descartaba que estuvieran jugando un papel relevante,
por lo que se comenzé a sospechar de otros posibles reservorios y en concreto de las
liebres, dada su gran densidad en la zona y su cercania a la poblacién.

Las investigaciones realizadas confirmaron, finalmente, la participacién activa
de la liebre, como principal reservorio, al comprobarse su gran capacidad de trans-
misién del parésito al flebotomo, vector de la enfermedad, y la elevada prevalencia
del pardsito en sus poblaciones, sin descartar otros posibles reservorios.

En todo momento se trabajé de forma estrecha con las autoridades de Medio
Ambiente, que se ocuparon de las capturas de las liebres y de las actuaciones de
control ambiental de la zona, junto con los ayuntamientos. En marzo de 2012 se
declar6 comarca de emergencia cinegética temporal a los términos municipales de
Alcorcén, Fuenlabrada, Getafe, Leganés y Mdstoles (Resolucion de 29 de marzo de
2012, de la Direccion General de Medo Ambiente).

Gestion del brote de leishmaniasis
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La justificacién del brote se puede entender por los siguientes hechos:

* Intensos cambios urbanisticos derivados del crecimiento demogréfico y del
desarrollo de las infraestructuras de transporte.

* Desaparicién de la agricultura y ganaderia y de los usos tradicionales del suelo.

* Creacién de parques forestales interurbanos con pasto y arbustos que facilitan
la vida y la reproduccién de lepéridos (liebres y conejos).

* Ausencia de depredadores, competidores y de la caza en estas zonas cercanas a
las dreas habitadas de Fuenlabrada y de Leganés en el entorno de Bosquesur.

* Aparicién de nuevos hdbitats, como las redes de pluviales, las tajeas y los
vivares, entre otros, que facilitan la reproduccién del vector.

* Cercania de los reservorios y del vector a la poblacién, muy evidente en el
caso de las viviendas de Fuenlabrada y Leganés que limitan con Bosquesur.

Todas estas circunstancias permitieron la amplificacién del pardsito en un ciclo
selvdtico, del que hasta entonces no se tenia conocimiento, en el que participaban
flebotomos y lepéridos, que finalmente afecté a la poblacién de los municipios
cercanos.

COORDINACION INSTITUCIONAL Y CIENTIFICA

Coordinacién con organismos e instituciones

La coordinacién ha sido uno de los aspectos mds complejos en la gestién del
brote. En este sentido, destaca la constitucién de un comité de gestién permanente
coordinado por salud publica, en concreto por la Subdireccién General competente
en sanidad ambiental, en el que participaban las Subdirecciones responsables de
epidemiologia y de prevencién y promocién de la salud, ademds de los Servicios de

Salud Publica de las Areas IX y X.

En este comité también participaban los Ayuntamientos de Fuenlabrada, Lega-
nés, Getafe y Humanes de Madrid, fundamentalmente a través de sus concejales y
técnicos de salud y medio ambiente. No hay que olvidar que los ayuntamientos tienen
la competencia en la ejecucién de las medidas de control en su dmbito municipal.

La Consejeria de Medio Ambiente, Administracién Local y Ordenacién del
Territorio (en la actualidad de Medio Ambiente, Vivienda y Agricultura), jugaba
también un papel determinante en este comité de gestién, dado que ellos coordinaban
todas las actuaciones de control ambiental, tanto las realizadas directamente en los
parques con titularidad de la Comunidad de Madrid, como las llevadas a cabo por

Gestion del brote de leishmaniasis
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los ayuntamientos. Eran dos las subdirecciones sobre las que recafan las actuaciones,
la de Recursos Agrarios (ahora de Produccién Agroalimentaria) y la de Gestién y
Ordenacién de Espacios Protegidos (ahora de Espacios Protegidos).

Este comité se reunfa de forma periddica en los Centros de Salud Publica de los
municipios afectados, con el objetivo de compartir informacién, plantear estrategias
de actuacién y llevar a cabo el seguimiento del brote.

Ademis de este comité de gestién, fueron muchos los organismos o instituciones
con los que hubo que coordinarse por diferentes motivos ligados a la gestion del
brote. Entre estos podemos citar.

* Centros de Proteccién Animal colaboradores: 17 centros.

* Granjas escuelas colaboradoras.

* Asociaciones y federaciones de cazadores.

e SEPRONA (Servicio de Proteccién de la Naturaleza).

e Canal de Isabel II.

* Direccién General de Carreteras de la Comunidad de Madrid.
e ADIF (Administrador de Infraestructuras Ferroviarias).

* Ministerio de Fomento.

 Confederacién Hidrografica del Tajo.

 Universidad Rey Juan Carlos.

Equipo cientifico

Como antes hemos mencionado, ante la complejidad del brote y su dificil
gestién y abordaje, las autoridades de salud publica de la Comunidad de Madrid,
asumieron la gestién del brote, buscando desde el inicio el imprescindible asesora-
miento y las recomendaciones de los cientificos. Desde la Subdireccién General de
Sanidad Ambiental se contacté con los principales expertos a nivel nacional en la
materia para definir el enfoque del proyecto, apoyar técnicamente la investigacién
y las actuaciones a realizar.

De este modo se constituy6 el comité cientifico compuesto por:
e Direcciéon General de Salud Pablica.

* Instituto de Salud Carlos III (centro de referencia y colaborador de la OMS
para leishmaniasis). Unidad de Leishmaniasis y Enfermedad de Chagas y
Unidad de Entomologia Médica.
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Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad Complutense de Madrid.
Cétedra de Entomologia del Departamento de Zoologia y Antropologia Fisica.

Centro de Vigilancia Sanitaria de la Facultad de Veterinaria de la Universidad

Complutense de Madrid (VISAVET). Nivel de bioseguridad P3.

Facultad de Veterinaria de la Universidad de Zaragoza. Departamento de
Patologia Animal.

Direccién General de Medio Ambiente (ahora de Biodiversidad y Recursos
Naturales) y la de Agricultura y Ganaderia (ahora de Agricultura, Ganaderia
y Alimentacién).

Colegio Oficial de Veterinarios de Madrid.

Centro Coordinador de Alertas y Emergencias Sanitarias (CCAES) del Mi-
nisterio de Sanidad, Servicios Sociales e Igualdad (ahora Sanidad).

PROGRAMA DE VIGILANCIA Y CONTROL

En la definicién y puesta en marcha del complejo programa de vigilancia y

control, se tuvieron inicialmente en cuenta algunos aspectos como:

Fuentes de informacién con las que se contaba, en todos los dmbitos.

Interlocutores internos: epidemiologfa, Servicios de Salud Publica de Areas,
promocién de salud, etc.

Interlocutores externos (medio ambiente, ayuntamientos, laboratorios, em-
presas colaboradoras, organismos publicos, instituciones, etc.).

Un responsable/coordinador del programa.

Recursos cientificos en las universidades colaboradoras.

Partiendo de esa base se elaboré un programa consensuado en el que se esta-
blecieron los tiempos y los recursos humanos, técnicos y econémicos necesarios, y
se identificaron responsables en los diferentes niveles de actuacidn.

Hay que destacar que desde la Seccién de Zoonosis y Riesgos Bioldgicos de la

Direccién General de Salud Piablica se contaba con mucha experiencia en materia

de vigilancia de la leishmaniasis, ya que se disponia de un sistema de vigilancia en

perros desde 1996 y de flebotomos, gatos y fauna silvestre, desde 2008, lo que facilit6

la puesta en marcha del programa.

Fue muy importante el apoyo de los responsables de la Direccién General de
Salud Pdblica en la aprobacién de este programa, que era objeto de seguimiento,

evaluacién y comunicacién continua.
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Desde el primer momento se llevaron a cabo acciones que se pueden agrupar
en dos grandes bloques: vigilancia (epidemioldgica, de reservorios y flebotomos) e
intervencién (control ambiental y comunicacién).

Vigilancia
Vigilancia epidemiolégica

En la Comunidad de Madrid la leishmaniasis se vigila desde 1997, a través del
sistema de notificacién de Enfermedades de Declaracién Obligatoria (EDO). Desde
su inclusién como EDOQ, se venian notificando en la Comunidad de Madrid entre
12 y 25 casos anuales, aunque existia infranotificacién, en particular, de los casos de
leishmaniasis cutdnea. Durante el dltimo trimestre de 2010 se detecté un aumento
de casos notificados con respecto a afios anteriores.

Tras la deteccién del aumento inusual de casos se reforzé la coordinacién con
Atencién Primaria y Especializada, se hizo una bisqueda retrospectiva de casos y se
profundizé en la investigacién epidemiolégica de las personas enfermas.

El andlisis de los aspectos epidemiolégicos del brote se desarrolla con detalle
en un capitulo de este libro.

Evolucién del brote

Desde 2009 hasta 2022 se han notificado 796 casos humanos de leishmaniasis.
Los afios 2011 y 2012 fueron el periodo con mds casos, con un total de 367. A partir
de esa fecha fueron descendiendo paulatinamente. En los dos dltimos afos com-
pletos, 2020 y 2021, se han notificado 15 casos, y en 2022, hasta la fecha, un caso.

En el andlisis de la curva epidemioldgica de los casos humanos hay que destacar
el descenso del nimero de casos que se produjo en la temporada epidemiolégica
(julio 2012 a junio 2013), donde se registraron 94 casos, frente a los 206 de la
temporada anterior. Se considera que esta reduccién tan importante se debié funda-
mentalmente a las capturas de liebres en los parques de Bosquesur y Polvoranca, en
total 1.125 ejemplares mediante la colocacién de redes y la participacién de galgos
y aves de cetrerfa. Este hecho corroboraba el papel que estaban desempenando las
liebres en este brote.

La evolucién del brote es favorable, no obstante, los resultados que se obtienen
en los niveles de infeccién del vector y las liebres y conejos obliga a seguir mante-
niendo la vigilancia y las actuaciones de control.
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Vigilancia de reservorios

Animales de compafiia

La vigilancia seroldgica en animales de compania (perros y gatos), que ya se
venia realizando en los Centros de Proteccién Animal, en el marco del sistema de
vigilancia de perros susceptibles de adopcién y vagabundos y en el de gatos sus-
ceptibles de adopcidn, se amplié a la vigilancia en perros que acuden a la campana
de vacunacién antirrdbica y de perros en focos potenciales de riesgo; asi como a
residencias de animales de compania, rehalas y explotaciones ganaderas. Todo ello
con la idea de conocer el papel que podia estar jugando el perro como reservorio
de la enfermedad.

A su vez, los Ayuntamientos llevaron a cabo la recogida de animales abando-
nados. S6lo en Leganés se recogieron, entre 2010 y 2014, un total de 1.325 perros
y 890 gatos abandonados.

También se impulsé la colaboracién con los veterinarios clinicos, a fin de llevar
a cabo el seguimiento de la enfermedad en los perros que asisten a estas clinicas.
En 2012 se puso en marcha un Sistema de Vigilancia de Leishmaniasis en Clinicas
Veterinarias Centinela de la zona, en el que no se detecté un incremento de los
casos diagnosticados.

El cribado de leishmaniasis que se realizé a los perros de Fuenlabrada y Leganés,
aprovechando las campanas de vacunacién antirrdbica en 2011 y 2012, arrojé unos
resultados de prevalencia de un 1% (8 muestras positivas de 811) en 2011 y de un
1,6% (9 positivas de 561) en 2012.

Los resultados de los andlisis realizados a perros de riesgo (rehalas, residencias
y explotaciones ganaderas) entre 2011 y 2014 indicaron una prevalencia del 2,3%
(30 positivos de 1.320).

Estos bajos valores de prevalencia encontrados se podian explicar, quizds, por
la existencia de un alto nivel de proteccién frente al vector en los perros de la zona
del brote, bien porque la mayor parte pasa las noches en espacios cerrados, bien por
el uso de productos repelentes, collares y pipetas, que les mantienen protegidos.

Ademis del andlisis espacial de las colonias de gatos antes mencionado, a partir
de 2011, se comenzaron a analizar muestras de gatos mediante PCR, obteniendo
prevalencias similares a las obtenidas en anos anteriores en el sistema de vigilancia
implantado desde 2008 en la Comunidad de Madrid. Aunque el gato podia tener
cierta implicacién en la transmisién, no permitia explicar el elevado ndmero de
casos humanos encontrado.
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En el caso del perro, ni los resultados obtenidos en la vigilancia habitual que
se venia realizando en los Centros de Proteccién Animal de la zona del brote, que
eran algo inferiores a los del resto de la Comunidad de Madrid, ni los de campana
antirrdbica y de perros de riesgo, apoyaban la hipétesis de hallarnos ante un ciclo
convencional de transmision de la enfermedad.

Fauna silvestre

En cuanto a la vigilancia de la fauna silvestre, lo més relevante fueron los ensa-
yos de xenodiagndstico llevados a cabo desde el Instituto de Salud Carlos I1I, entre
diciembre de 2011 y enero de 2012, sobre 7 liebres (Lepus granatensis) capturadas
en la zona afectada, positivas por serologia. A estas se les expuso a la picadura de 100
hembras de P perniciosus. De las 7 liebres estudiadas en las dos sesiones 4 fueron
capaces de transmitir el pardsito a ejemplares de flebotomos, en concreto 15 de los
293 P, perniciosius (5,1%) fueron positivos a Leishmania infantum, demostrando asi
la capacidad infectiva de las liebres.

En marzo y octubre de 2013 se llevaron a cabo, de forma similar al caso ante-
rior, ensayos de xenodiagnéstico en conejos (Oryctolagus cuniculus) capturados en
la zona del brote, con el fin de conocer la capacidad de esta especie para transmitir
el pardsito a P perniciosus y determinar su papel como reservorios de la leishmania-
sis. El resultado mostré que el conejo también era capaz de transmitir el pardsito
al vector (flebotomo), aunque en proporcién inferior, si lo comparamos con los
datos de las liebres de la zona; sin embargo, al ser su carga ganadera muy superior,
suponian un elevado riesgo.

Existe un capitulo especifico en este libro en el que se trata el xenodiagnéstico.

La vigilancia en fauna silvestre (Figura 5) se puso en marcha en 2011, llevdndose
a cabo, con la colaboracién del Instituto de Salud Carlos 111, el andlisis de muestras
biolégicas de liebres y conejos procedentes de la zona, mediante PCR especifico
para la deteccién de DNA de Leishmania sp.

La evolucién de la prevalencia de Leishmania infantum en el reservorio silvestre
(Griéfico 1), muestra el importante papel de los lepéridos en el brote. Se mantienen

porcentajes elevados de animales parasitados, cercanos al 30% en liebres y al 18% en
conejos, en concreto 30,7% (200/651) en liebres y 17,6 % (381/2167) en conejos.
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Grafico 1. Prevalencia reservorios silvestres (PCR) 2011-2021.
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Se realizé un intenso trabajo de campo para conocer la localizacién de las
poblaciones de liebres y conejos (Figura 5), que permitié dirigir las actuaciones de

vigilancia y control.

Figura 5. Vigilancia de lepéridos: liebres y conejos.
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En el caso de la liebre se localizaron varias zonas en las que se concentraban
poblaciones significativas y que fueron objeto de actuaciones especificas. En el caso
de los conejos se actud preferentemente en las dreas mds cercanas a los espacios ha-
bitados, a fin de reducir el contacto de este reservorio con la poblacién.

En estas actuaciones de eliminacién se tuvo en cuenta, ademds, la transmisién
vertical del parésito, que se puso de manifiesto en los anilisis realizados durante
los aflos 2013 y 2014 en gazapos que no habian tenido contacto con el vector. Las
prevalencias de Leishmania observadas en estos gazapos no diferfan de forma esta-
disticamente significativa de las de los adultos (datos pendientes de publicacién).
Las elevadas prevalencias del pardsito que se mantienen en las liebres a lo largo de
los afios, nos hacen postular un mecanismo similar para las liebres. El mecanismo
por el que se produce esta transmision vertical se desconoce.

Se realizé también andlisis mediante PCR a un nimero pequefio de ejempla-
res de rata gris (Rattus norvegicus) en el que se obtuvieron resultados negativos a L.
infantum. Estos andlisis se han reiniciado en 2020 con la colaboracién del ayunta-
miento de Leganés, obteniendo en esta ocasién resultados positivos a Leishmania.

A partir de 2014 se fueron ampliando los andlisis de leishmaniasis a otros ani-
males como rumiantes, carnivoros y finalmente quirépteros, dentro del sistema de
vigilancia de fauna silvestre, en el que se hace seguimiento de otras zoonosis, aunque
los resultados hasta la fecha no permiten identificar otros posibles reservorios.

Vigilancia de flebotomos

Trampas adhesivas

En enero de 2011 se desarroll6 un plan de vigilancia del vector en la zona del
brote mediante la colocacién y andlisis de trampas adhesivas (Figura 0) y de luz,
comprobdndose que P perniciosus era el vector transmisor de la enfermedad.

En 2011 se monitorizaron de abril a octubre, época de actividad del flebotomo,
37 estaciones (puntos de muestreo) y se colocaron 222 trampas. En afios posteriores
se redimensiond y optimizé el alcance del sistema de vigilancia, conservando las
estaciones y trampas mds representativas. Desde 2011 hasta 2016 se han colocado
737 trampas adhesivas, identificindose mds de 125.000 flebotomos. El porcentaje
de P perniciosus detectado estd en torno al 60%, siendo el resto Sergentomyia minuza,
que no se considera relevante para la transmisién de L. infantum, detectindose en
ocasiones ejemplares aislados de Phlebotomus sergenti y Phlebotomus papatasi pero
no de Phlebotomus ariasi ni de Phlebotomus langeroni.
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Figura 6. Vigilancia de flebotomos mediante trampas adhesivas.
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La densidad de flebotomos, medida por la relacién entre el nimero de individuos
de P perniciosusy la superficie de muestreo, observada en 2011 super6 ampliamente
los 100 flebotomos/m?, valor superior a la media obtenida en la red de vigilancia
existente en nuestra regién, que se encuentra en torno a los 30-50 flebotomos/m?.
Es preciso tener en consideracién que densidades superiores a 50 flebotomos/m?
se consideran capaces de mantener el ciclo de infeccién (Martinez Ortega 1991).

De 2012 a 2021 la densidad media estimada en la zona del brote (Grifico 2)
se ha mantenido por encima de 100 flebotomos/m? hasta el afio 2019.
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Grafico 2. Densidad media de flebotomos 2012-2021.
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Como parte de la vigilancia del vector, desde la Seccién de Zoonosis y Riesgos
Biolégicos, se realizan desde 2012 estudios de detalle en diferentes zonas del drea
afectada para mejorar el conocimiento de la presencia del vector y orientar las actua-
ciones de control. Se han seleccionado, entre otros, colegios e institutos de la zona,
lugares donde el flebotomo ha encontrado un entorno adecuado para desarrollarse,
encontrandose en estas dreas densidades elevadas en el interior del casco urbano.

Trampas de luz

Por otra parte, se llevan a cabo estudio de los flebotomos capturados con trampas
de luz para la visualizacién de Leishmania sp. mediante microscopia éptica con el
fin de conocer cudntos estdn infectados.

Los datos resumen del muestreo de 2012 a 2021 son los siguientes (Grafico 3):
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Grdfico 3. Tasas de infectividad de flebotomos 2012-2021 (muestreo en 4 puntos).
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Se puede observar un méximo en 2013 (6,6%) y ya en 2020 y 2021 un descenso
muy significativo de flebotomos positivos.

A suvez, desde 2011, se lleva a cabo el estudio molecular, mediante PCR, de las
hembras de flebotomos capturadas con sangre en sus estémagos, en cuatro puntos
de la zona del brote, para conocer sus hdbitos alimentarios.

De un total de 390 muestras analizadas, el 23,3% de las sangres era de liebres,
el 69,5% de conejos, el 4,6% de gatos, el 2% de humanos, el 0,3% de perros y el

0,3% de otras especies.

Es decir, el 92,8% (362/390) de las sangres proceden de liebres y conejos, y s6lo
el 7,2% (28/390) de otras especies. Este hecho corrobora el papel tan relevante que
han desempenado los reservorios silvestres en el brote, sin descartar otros, como el
perro y el gato, con un papel secundario.

Intervencion

Control ambiental

El plan de medidas de control ambiental recae fundamentalmente en los ayun-
tamientos y en las autoridades de medio ambiente de la Comunidad de Madrid y
se centra en tres lineas de actuacidn.
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Control de reservorio silvestre y doméstico

Debido a la gran densidad de lepéridos observada, se puso en marcha un plan
de control de poblaciones de liebres y conejos para disminuir la densidad de estas
especies. Se llevd a cabo la retirada de la mayor parte de las liebres y conejos que
habitaban los parques y terrenos rurales colindantes con las zonas urbanas y otras
zonas de Alcorcén, Fuenlabrada, Getafe, Leganés y Méstoles, en un radio de 5 km
desde el centro del foco en Bosquesur (Figura 7), priorizando las dreas més cercanas
a los espacios habitados.

Figura 7. Zonas de muestreo para el andlisis de leishmania en lepéridos.
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Otra medida fundamental ha sido la eliminacién de los vivares de conejos, que
ademds de dificultar la recuperacién de sus poblaciones, disminuye la densidad del
vector, ya que son un habitat idéneo para la multiplicacién del flebotomo. Se priorizd
la eliminacién de los vivares de conejos, tanto activos como inactivos, existentes en
un drea de al menos 500 metros alrededor del limite del casco urbano.

Estas dos medidas se han demostrado como las més eficaces para el control del
brote.
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En la actualidad se continda con la captura de lepéridos y con la eliminacién
de vivares.

También se llevé a cabo un plan de control de las colonias urbanas de gatos
asilvestrados, de forma coordinada con las autoridades competentes en la recogida
de animales vagabundos (ayuntamientos). Se continda estudiando su posible impli-
cacién como reservorio, aunque su papel no se tiene todavia muy claro. Serfa muy
atil estudiar mediante xenodiagnéstico su posible implicacién en la transmisién,
dados los valores de prevalencia de Leishmania sp. que se detectan mediante PCR.

Control del vector

Para el control del vector se han llevado a cabo actuaciones medioambientales
de modificacién del hébitat, tanto de cardcter general (desbrozado, eliminacién de
vegetacion, etc.) como especificas, en puntos identificados como lugares de cria y
refugio del vector.

Otra de las medidas fue el empleo de cajas nido para aves insectivoras en algunos
parques y de quirdpteros.

Asimismo, se ha ejecutado un programa de control antivectorial a través de
empresas especializadas, que incluia la desinsectacién periédica de zonas de riesgo.

Se han utilizado insecticidas piretroides en aplicaciones de choque por nebuli-
zacién y productos con mds residualidad (polvos mojables) mediante pulverizacién.

Con el fin de buscar una mayor eficacia en los tratamientos insecticidas, se han rea-
lizado diferentes ensayos testando varios productos como pinturas insecticidas, asi como
insecticidas con cebos atrayentes azucarados, no obteniendo resultados concluyentes.

Para disminuir las densidades del flebotomo en zonas donde se detectaron po-
blaciones muy elevadas, como por ejemplo en el Parque Polvoranca, se llevé a cabo
el cerramiento de la red de pluviales (imbornales y registros), obteniendo buenos
resultados.

Estas medidas de control precisan un conocimiento, lo mis exacto posible, del
comportamiento del vector en la zona, su capacidad de desplazamiento y la bisqueda
activa de puntos de cria y refugio mediante trampas adhesivas.

Identificacién y eliminacién de elementos de riesgo medioambientales

El plan de medidas de control ambiental incluye, ademds de la identificaciéon
de las zonas de riesgo, la aplicacién de medidas de saneamiento ambiental, esto es,
el desbrozado y eliminacién de vegetacidn, restos de poda y acimulos de materia
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orgdnica; la limpieza de parcelas y parques; el desbroce de margenes de carreteras; la
eliminacién vivares y de madrigueras de roedores; el sellado de grietas y registros; la
limpieza de la red de alcantarillado y de recogida de aguas pluviales; la eliminacién
de vertidos, etc., asi como la divulgacién de informacién y de recomendaciones a
los particulares.

Uno de los aspectos mds complicados del plan de control ambiental fue la
coordinacién de las medidas que debian acometer cada uno de los organismos im-
plicados, seglin sus competencias. Se mantenian reuniones con los ayuntamientos
implicados, asi como con otras instituciones (Direccién General de Carreteras de la
Comunidad de Madrid, Ministerio de Fomento, ADIE, Confederacién Hidrografica
del Tajo y Universidad Rey Juan Carlos) y se elaboraban informes especificos con las
actuaciones ambientales que debian llevarse a cabo por cada una de ellas, incluyendo
su correspondiente georreferenciacién espacial.

Plan de comunicacién y educacién para la salud

La elaboracién de un adecuado plan de comunicacién con actividades de forma-
cién, comunicacién y educacién para la salud, ha sido fundamental para contribuir
a la erradicacién de este brote.

Desde el inicio se puso en marcha un plan comunicacién de riesgos, asi como
diferentes iniciativas de educacién para la salud, dirigidas tanto a poblacién general
como a los profesionales sanitarios, contando para ello con una gran variedad de
recursos, técnicas, soportes y espacios de comunicacién. Las actuaciones se dife-
renciaron segun el tipo de poblacién destinataria, priorizando el trabajo con las
poblaciones especialmente vulnerables.

El objetivo era, en primer lugar, conseguir transmitir confianza a la poblacién,
siendo transparente y dando informacién comprensible. Eran muchas las preocupa-
ciones existentes y fue clave comunicar con prontitud, desde el momento en que se
tuvieron las primeras certezas del origen del brote, asi como informar periédicamente
a los municipios sobre su evolucién epidemioldgica.

Se contd, en todo momento, con el imprescindible apoyo de las redes insti-
tucionales sanitarias, educativas y municipales de la zona. La coordinacién de las
actuaciones con todas ellas ha sido fundamental.

Las actividades de comunicacién contribuyeron a mejorar la capacidad de
intervencién de la red de centros y profesionales sanitarios implicados en el brote.
Entre otros aspectos, en la deteccién precoz de la enfermedad.
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A modo de resumen las actividades llevadas a cabo en materia de comunicacién
y educacién para la salud en las diferentes poblaciones destinatarias han sido las
siguientes:

Poblacién general

Por parte de la Consejeria de Sanidad y los ayuntamientos se realizé una im-
portante campafa de informacién, comunicacién y educacién sanitaria dirigida a
los ciudadanos y profesionales de la zona, difundiendo informacién especifica en
centros educativos, centros de mayores, etc.

Se elaboraron folletos con medidas de proteccién personal frente a picaduras
y carteles informativos sobre la enfermedad, que se distribuyeron y colocaron en
puntos estratégicos: entrada de parques, polideportivos, hospitales, centros de salud,
etc., y se contd con el apoyo de la prensa institucional local.

Figura 8. Cartel y folleto informativo sobre leishmaniasis.
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Se preparé una presentacién divulgativa en formato digital con informacién
basica sobre la enfermedad y las medidas bésicas para su prevencion, asi como una
hoja de recomendaciones para la poblacién usuaria de Centros de Salud.

Se emplearon también las redes sociales como el twitter institucional de la Co-
munidad de Madrid de informacién al ciudadano.

Todos estos recursos informativos se publicaron en el Portal Salud de la web de
la Comunidad de Madrid y en pdginas web de los ayuntamientos.

Propietarios de perros

Se difundieron folletos informativos sobre leishmaniasis para los propietarios
de perros, a través de las clinicas veterinarias y los Centros de Proteccién Animal.

Asimismo, se distribuy6 un documento con recomendaciones a titulares de
explotaciones ganaderas y nucleos zoolégicos.

Profesionales sanitarios

Se mantuvo informados, mediante sesiones periddicas, a los equipos médicos
y de enfermeria de Centros de Atencién Primaria y Hospitales, asi como a los vete-
rinarios, mediante visitas personalizadas a las clinicas y la organizacién de sesiones
informativas, y a los profesionales de las oficinas de farmacia. Ademds, se elaboré
un argumentario con las preguntas mds frecuentes de la enfermedad, disponible en

el Portal Salud de la web de la Comunidad de Madrid.

Se realizaron reuniones informativas con las Direcciones Asistenciales de la zona
afectada y con hospitales.

Se elaboraron diversos informes y documentos técnicos dirigidos a los profesio-
nales sanitarios, informdndoles, en todo momento, sobre la situacién epidemiolégica

del brote.

Ambito escolar

En este Ambito se tuvieron también diversas reuniones con las autoridades edu-
cativas, y se realizaron jornadas técnicas informativas dirigidas a todos los centros
escolares de la zona, distribuyendo en ellos material diddctico sobre el tema.
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Medios de comunicacién

Los medios tienen un papel fundamental en la difusién de la informacién. En
la zona del brote existen diferentes tipos de medios locales con los que desde hace
tiempo los Servicios Territoriales de Salud Publica colaboran asiduamente. En ese
contexto, se prepararon diferentes productos comunicativos sobre leishmaniasis (cufas
de radio, argumentarios para entrevistas, articulos, etc.) para ser utilizados durante
el periodo de riesgo de esta enfermedad, incluyendo, entre ellos, informacién para
incorporar a las webs municipales de la zona.

Por ultimo, hay que destacar dos hechos muy relevantes:

* El primero, la comunicacién del brote que se realiz6 a la comunidad cien-
tifica en el Congreso Internacional de Leishmaniasis, organizado por la
Organizacién Mundial de la Salud en el Instituto de Salud Carlos IIT de
Madrid en marzo de 2012, donde se expusieron los datos epidemiolégicos,
la informacién ambiental y los conocimientos adquiridos sobre los reservo-
rios y el vector.

* En segundo lugar, la edicién en mayo de 2017, por parte de la Direccién
General de Salud Publica, del libro titulado «Brote de leishmaniasis en Fuenla-
brada y otros municipios de la Comunidad de Madrid. El papel de las liebres
y los conejos como reservorios», que recoge los avances cientificos llevados a
cabo en la investigacién del brote, asi como el complejo modelo de gestién.
En este libro participaron un gran ndmero de instituciones y autores, y con
él se pretendia reflejar, pormenorizadamente, los trabajos, hallazgos y expe-
riencias obtenidos en su gestién. Se presentd en el 6. Congreso Mundial
de Leishmaniasis celebrado en Toledo en mayo de 2017.

LOS SISTEMAS DE INFORMACION GEOGRAFICA

El andlisis espacial constituye una herramienta fundamental para conocer y co-
municar la distribucién y magnitud de los determinantes ambientales y caracterizar
la exposicién humana, como parte del proceso de toma de decisiones.

En la gestién del brote de leishmaniasis, los sistemas de informacién geografica
constituyeron un instrumento metodolégico muy util para conocer la distribucién
de los casos humanos, los reservorios (silvestres y domésticos) y los vectores. A su
vez permiten generar hipétesis etioldgicas, asi como dirigir y evaluar las actividades
de vigilancia y control.
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El uso de estas herramientas en el campo especifico de la sanidad ambiental es
esencial porque la exposicién de la poblacién a factores de riesgo presentes en el am-
biente se produce necesariamente en un determinado contexto espacial y temporal.

Fueron muchos los aspectos que se analizaron como:

Las caracteristicas y la evolucién histérica del territorio donde se ubicaba
el brote, la distribucién de los casos humanos, la densidad y el andlisis de
claster de las tasas brutas de casos humanos por secciones censales, etc.

La densidad de los flebotomos y la evolucién de su distribucién espacio-tem-
poral, asi como diferentes estudios de detalle.

La presencia de liebres y conejos en las proximidades de los nicleos urbanos,
la prevalencia en lepéridos, los vivares de conejos, el avistamiento de liebres,
la presencia de colonias de gatos, etc.

Las actuaciones ambientales y la localizacién de los elementos de riesgo como
imbornales, registros o tajeas.

Mapa de sintesis, incluyendo distribucién territorial de casos humanos,
densidad del vector y prevalencia de reservorios (Figura 9).

Los resultados del andlisis espacial pusieron de manifiesto que la zona con mayor
concentraciéon de casos coincidi6 espacialmente con dreas residenciales periféricas
cercanas a espacios verdes con alta densidad de flebotomos, prevalencias elevadas
de leishmaniasis en liebres y conejos y con ausencia de barreras territoriales. A esto
se afiadié la imposibilidad de la actividad cinegética tradicional en estos parques

periurbanos y en los entornos de las vias de comunicacién, lo que contribuyé a que

existieran elevadas poblaciones de lagomorfos.

Por otra parte, las infraestructuras viarias, como por ejemplo las autovias de
varios carriles, podrian haber tenido un papel relevante en la distribucién espacial
del brote, bien como barreras territoriales, que aislan en cierta medida a algunos
ndcleos urbanos de la exposicién al parasito, bien como generadores de un entorno
de habitats idéneo para el desarrollo del vector y de los reservorios.
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Figura 9. Sintesis de distribucion territorial de casos humanos, vector y reservorio.
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Los sistemas de informacién geogréfica y los métodos de andlisis espacial son
herramientas de gran utilidad para el andlisis y la comprensién de la génesis y evo-
lucién de los brotes de enfermedades infecciosas.

ASPECTOS CLAVE EN LA GESTION DEL BROTE

En la gestién de un brote de leishmaniasis de estas caracteristicas, el mds impor-
tante en la cuenca mediterrdnea hasta la fecha, se pueden destacar algunos aspectos
relevantes, que nos pueden permitir prevenir o afrontar con mds garantias otros
brotes de esta enfermedad:

* Implicacién de los responsables politicos al mdximo nivel para asegurar una
asignacion suficiente de recursos técnicos y humanos y la aplicacién de los
recursos econdmicos necesarios.

 Constitucién de un comité de gestién permanente, para priorizar y coor-
dinar los numerosos trabajos que es preciso realizar, bajo una direccién y
coordinacién tGnica.
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* Delimitacién de las actividades que debe acometer cada organismo o ins-
titucién en funcidn de sus competencias, estableciendo de forma clara la
responsabilidad de cada uno (cientifica, técnica y de gestién).

 Implicacién de la comunidad cientifica al mdximo nivel, mediante la cons-
tituciéon de un comité cientifico.

* Disponer de sistemas de vigilancia del vector y de reservorios (doméstico y
silvestre).

* Informar a la poblacién con transparencia y de manera 4gil y eficaz.
e Comunicacién interna fluida entre todas las instituciones y equipos.

* Notificacién de los casos y de sus peculiaridades a los servicios médicos de
atencién primaria y especializada.

* DPuesta en marcha de un plan de medidas medioambientales.

* Empleo de Sistemas de Informacién Geogrifica como herramienta de apoyo
en el andlisis y la toma de decisiones.

* Reevaluacién periddica de la eficacia de las medidas aplicadas, modificando
el programa cuando sea necesario.

ENFOQUE «ONE HEALTH»

Nadie pone en duda las ventajas del enfoque «Una salud» («One Health»), para la
prevencién y deteccién de enfermedades zoondticas. Parece la estrategia mds idonea,
ya que nos permite dar respuesta a las emergencias derivadas de estas enfermedades
de forma mids eficaz, basando las decisiones en evaluaciones de riesgo precisas y
compartidas, contando para ello con los expertos mds adecuados para cada tema.
La colaboracién entre los expertos de salud humana, animal y medioambiental,
conduce a una comprensién més profunda de las enfermedades emergentes.

El brote de leishmaniasis del sur de Madrid nos puede servir de ejemplo de «One
Health» por la intervencién de forma coordinada de las autoridades de salud publica
(vigilancia epidemiolégica, sanidad ambiental y promocién de la salud), sanidad
animal, medio ambiente, ayuntamientos, universidades y centros de investigacién y
otros (ADIF, Fomento, Canal de Isabel II, federaciones de cazadores, etc.). En este
brote se abordaron con éxito aspectos clinicos, epidemiolégicos, entomolégicos y
ambientales.

Sin embargo las instituciones en ocasiones no estdn lo suficientemente prepa-
radas para trabajar de esta forma. No siempre estdn instaurados de forma estable
los mecanismos de coordinacién y las vias de comunicacién entre todas las partes
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implicadas. La coordinacién interna también puede ser una debilidad en el caso de
que no funcionen adecuadamente. Es deseable establecer sistemas coordinados de
vigilancia que engloben tanto la epidemiologia humana con la sanidad ambiental,
sin olvidar el sistema asistencial, con el fin de mejorar la deteccién precoz de enfer-
medades emergentes y evitar la infranotificacién.

En materia de zoonosis no alimentarias es un reto potenciar los sistemas de
vigilancia de fauna silvestre (liebres, conejos, rumiantes, aves, jabalies, carnivoros,
etc.), asi como estudiar el papel que pueden desempefar nuevos reservorios, como
por ejemplo los roedores y otros grupos animales como posibles reservorios de Lei-
shmania. Otra faceta que puede mejorar en esta metodologia de trabajo es la ligada
a la educacién sanitaria, tanto la dirigida a ciudadanos como a profesionales. La
comunicacién de riesgos es fundamental para que se tome conciencia de la impor-
tancia y la gravedad de ciertas enfermedades, asi como de las medidas preventivas
que estdn al alcance de la poblacién. Tenemos que apoyarnos en medios tradicio-
nales y también en nuevos medios de comunicacién, como las redes sociales o en
nuevas herramientas, como las aplicaciones informdticas (apps), que nos permiten
llegar a un porcentaje elevado de poblacién; y colaborar con colectivos especificos,
como los colegios profesionales, las farmacias o las clinicas veterinarias. También
es importante en los planes de comunicacién contar con informadores claves, que
tengan un bueno conocimiento de la situacién y sean reconocidos como expertos.

Es preciso, también, avanzar en la coordinacion, tanto interna como externa,
compartiendo la informacién entre todos los sectores y agentes implicados, lo que
nos permitird emplear los recursos (humanos, técnicos y econédmicos) de forma més
eficaz y, de esta manera, ser mds 4giles en la respuesta.

En resumen, es por tanto imprescindible un abordaje coordinado y multidis-
ciplinar para hacer frente a cualquier riesgo originado en la interfaz hombre-ani-
mal-medio ambiente, y el brote de leishmaniasis de la zona sur de la Comunidad
de Madrid es un clara muestra de este enfoque «One Health».
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CAPITULO 2

Manejo clinico de la leishmaniasis visceral

y la leishmaniasis ganglionar localizada por
L. Infantum en Espaia. Un enfoque practico

Juan Victor San Martin

Unidad de Enfermedades Infecciosas. Servicio de Medicina Interna.
Hospital Universitario de Fuenlabrada.

CIBER de Enfermedades Infecciosas (CIBERINFEC), Instituto de Salud Carlos III.

OBJETIVO

La OMS publicé en 2017 una guia internacional con recomendaciones para
el manejo de la leishmaniasis visceral (LV) por L. infantum en Europa y el Area
Mediterrdnea (1). Mi intencidn es afinar estas guias a la realidad prictica del dia a
dia del clinico en nuestro entorno y a las novedades mds recientes, especialmente
introduciendo la experiencia adquirida en el uso de los biomarcadores durante el
brote de Fuenlabrada.

Brevemente haré referencia a la leishmaniasis ganglionar o linfadenopdtica
localizada, y posteriormente a la leishmaniasis visceral.

LINFADENOPATIA LEISHMANIASICA LOCALIZADA (LLL)

LLL. Clinica

Es una forma de presentacién infrecuente de la leishmaniasis, exclusiva de pa-
cientes inmunocompetentes, que consiste en la aparicién de adenopatias localizadas
no dolorosas, sin ninguna clinica sistémica, sin citopenias y con reactantes de fase
aguda normales (2,3).

La adenopatia puede ser tnica o mdltiple, pero en el mismo grupo ganglionar.
Es caracteristico que la adenopatia lleve varios meses cuando el paciente consulta.
Puede ir o no precedida de una lesién de leishmaniasis cutdnea (LC) ya resuelta,
que drenaria en el grupo ganglionar afectado.

Manejo clinico de la leishmaniasis visceral y la leishmaniasis ganglionar localizada por L. Infantum en Espafia
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Existen muy pocos casos documentados por L. infantum, cuya interpretaciéon
puede ser confusa por su capacidad para producir LC y LV en pacientes inmuno-
competentes. La experiencia del brote de Fuenlabrada demostré que los pacientes
que cumplen la definicién de LLL causada por L. infantum, se asemejan en su com-
portamiento benigno al de otras especies dermatotrépicas. Podemos considerarla
como una afectacién local mds profunda que la LC, pero totalmente diferente a

una LV (3).

No todos los pacientes con leishmaniasis en los ganglios tienen una LLL. La pre-
sencia de linfadenopatias como forma de presentacién de leishmaniasis se ha descrito
en el contexto tanto de LV como de LC. Por un lado, la aparicién de adenopatias,
habitualmente diseminadas, puede ser una manifestacién clinica més anadida a las
tipicas de la LV clésica o kala-azar, que por razones no bien conocidas se ha descrito
con mis frecuencia en las series de LV del Este de Africa, atribuidas a Leishmania
donovani (4). También puede aparecer con mds frecuencia en pacientes inmunode-
primidos (3,5). El manejo de estos pacientes es el mismo de la LV. Por otro lado,
la presencia de adenopatias satélites de lesiones de LC puede ser la manifestacién
clinica dominante del cuadro, habiéndose descrito casos con L. braziliensis (6), L.
tropica (7) o L. major (8), y su manejo suele englobarse dentro de la LC.

LLL. Diagnéstico

En la mayoria de los casos descritos, incluidos todos los del brote de Fuenla-
brada, el diagnéstico se realizé por puncién aspiracién con aguja fina (PAAF) de
la adenopatia, permitiendo el diagnéstico por microscopia (3,9,10). El hallazgo
histolégico tipico en nuestra serie fue la presencia de una linfadenitis granuloma-
tosa no necrotizante, con visualizacién de amastigotes de Leishmania dentro de los
histiocitos. Sin embargo, se han descrito hasta cinco variantes histoldgicas, incluidas
linfadenitis sin granulomas o linfadenitis con granulomas necrotizantes (10). Hay
consenso en que a mayor nimero de granulomas y mayor grado de necrosis, menor
namero de pardsitos, que incluso pueden pasar desapercibidos, habiéndose propuesto
en el contexto de la linfadenitis granulomatosa la recomendacién de incluir una

PCR de Leishmania (11).

Dado que no es practica habitual solicitar PCR de Leishmania en pacientes con
adenopatias localizadas con linfadenitis granulomatosa, se desconoce realmente la
incidencia de esta forma de presentacién en nuestro medio. En la serie del brote de
Fuenlabrada, hasta el 19 % del total de casos no cutdneos fue LLL (3). En definitiva,
en nuestro medio debe incluirse la leishmaniasis en el diagnéstico diferencial de una
adenopatia con histologfa de linfadenitis granulomatosa.
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Respecto a la serologia, en la serie de Fuenlabrada, la determinacién por ELISA
s6lo fue positiva en 18 de los 24 (66%) casos con LLL, y por rK39 en 3 de 10 (30%),
porcentajes intermedios entre la LC y la LV (12), «una gran cantidad de pequenos
cuerpos redondeados u ovalados de 2 a 3 micras de didmetro, diferente a todo lo
descrito hasta entonces» (1). La PCR en sangre suele ser negativa, su positividad
nos obligarfa a descartar una LV.

LLL. Tratamiento

No hay ensayos clinicos sobre el manejo de esta entidad. La informacién pro-
viene de casos clinicos aislados o pequefias series de casos que se han manejado de
forma heterogénea. Se han descrito casos de resolucién espontdnea de las adenopa-
tias, especialmente con L. majory L. tropica pero también con L. infantum (3,13)
aunque la mayoria de los autores sobre todo en los casos por L. infantum usaron las
pautas de tratamiento estindar para LV (2,3).

En nuestra experiencia adquirida durante el brote, ningtin caso que cumpliera
la definicién de LLL progres6 a LV. En 3 pacientes la adenopatia desaparecié espon-
tdneamente, aunque en el transcurso de varios meses. El resto de casos se trat6 con
anfotericina B liposomal (L-AmB), aunque con diferentes esquemas y dosificacién
de tratamiento (10-21 mg/kg dosis total). Al analizar la respuesta de forma retros-
pectiva, no encontramos diferencias en la tasa de respuesta a fin de tratamiento ni en
las recaidas entre las diferentes dosis de L-AmB. Por ello, pensamos que los pacientes
que cumplen criterios de LLL por L. infantum pueden tratarse con dosis mds bajas
de las recomendadas para la LV del drea mediterrdnea, siendo la propuesta una dosis
de L-AmB a dosis de 10 mg/kg dosis total (por ejemplo, dos dosis consecutivas de
5 mg/kg/dia). Incluso en casos seleccionados se podria plantear observacién clinica
sin tratamiento. Seria deseable que esta propuesta se comparara en un ensayo clinico
con la pauta estindar y con la observacién clinica, aunque la rareza de esta entidad
hace dificil que vaya a ser posible su realizacién.

LLL. Resumen

En nuestro medio, la presencia de una adenopatia localizada sin datos de afec-
tacién sistémica y con hallazgos de linfadenitis granulomatosa, con o sin necrosis
caseificante, debe hacer considerar el diagnéstico de LLL en pacientes residentes o
procedentes de dreas endémicas. Aunque se trata de una entidad benigna, diagnosticar
al paciente evitard pruebas complementarias invasivas o costosas, como por ejemplo
biopsias de ganglio o PET-TAC, asi como tratamientos empiricos iatrogénicos, como
tuberculostiticos o esteroides.
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LEISHMANIASIS VISCERAL (LV)

LV. Clinica

Cuando sospechar una LV

La forma de presentaciéon habitual en nuestro medio sigue siendo la cldsica del
kala-azar: fiebre y sindrome constitucional, de unas cuatro semanas de evolucién,
con esplenomegalia, pancitopenia e importante elevacién de reactantes de fase. La
triada fiebre, sindrome constitucional y esplenomegalia estuvo presente en mds del
90% de los pacientes inmunocompetentes con LV de nuestra serie del brote (14).
Sin embargo, es habitual el retraso diagndstico de la LV si no se piensa en ella, por
lo que es importante mantener un alto grado de sospecha.

Los sintomas son poco virulentos y van fluctuando de forma progresiva a lo
largo de varias semanas. La fiebre, incluso siendo elevada, suele ser bien tolerada,
no constante y habitualmente no impide al paciente continuar con su actividad
habitual. Se describe como una fiebre sin focalidad, pero en nuestra experiencia un
namero de pacientes no desdenable referfan sintomas focalizadores en la anamnesis
dirigida que a veces dificulta el diagndstico, destacando cefalea (38%), tos (32%) o
sintomas digestivos (22%) (12). La astenia, anorexia y pérdida de peso que definen
el sindrome constitucional son igualmente de lenta aparicién y presentan un diag-
néstico diferencial muy amplio.

En las primeras semanas, la pancitopenia no suele ser completa, en nuestra
experiencia la trombopenia suele ser el primer dato alterado del hemograma. Los
reactantes se van elevando de forma progresiva, y, aunque pueda ya encontrarse
cierto grado de esplenomegalia, la combinacién de fiebre con sintomas focalizado-
res inespecificos, esplenomegalia y trombopenia puede ser ficilmente confundida
con un cuadro viral. En nuestra serie la LV fue muy prevalente en la poblacién
subsahariana residente en nuestra zona, escenario en el que puede confundirse con
malaria (14). Asi, en un entorno clinico de baja sospecha el diagnéstico se retrasa,
como ocurri6 en nuestra serie en la que la media de retraso diagnéstico al inicio del

brote fue de 30 dias.

Clinica en inmunodeprimidos

Como en otras tantas entidades infecciosas, los pacientes inmunodeprimidos
presentan con mayor frecuencia formas de presentacién atipicas de LV. Ejemplos
son la leishmaniasis mucosa o la LV crénica activa (ver apartado 2.1.4), y que son
casi exclusivas de inmunodeprimidos.
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Respecto a la presentacién cldsica, estd descrito y es nuestra experiencia que la
presentacién clinica en pacientes inmunodeprimidos con LV puede ser mds larvada
(14). Pueden estar ausentes la fiebre y la esplenomegalia, y los reactantes de fase aguda
estar menos elevados, ya que muchos de estos hallazgos son reflejo de la respuesta
inmune del paciente (15,16). En cambio, la pancitopenia suele estar presente en casi
todos los pacientes inmunodeprimidos no VIH, pero puede pasar desapercibida al
ser ficilmente achacable a otras etiologias, como la propia enfermedad de base o a
alguno de los fdrmacos inmunosupresores, que suelen producir alteraciones de las
células sanguineas.

De nuevo mantener un alto grado de sospecha es esencial, especialmente en
pacientes no VIH.

Linfohistiocitosis Hemofagocitica (HLH) o sindrome hemofagocitico

La linfohistiocitosis hemofagocitica es un sindrome clinico provocado por
la activacién descontrolada de linfocitos T, células NK y macréfagos que a su vez
producen una reaccién inflamatoria exagerada mediada por la hiperproduccién de
citocinas. Aunque hay casos primarios con un componente claramente genético, son
mis frecuentes los HLH secundarios, habitualmente desencadenados por tumores
o patdgenos infecciosos, y que suelen asociarse a una mortalidad muy alta incluso
con tratamiento especifico, que incluye quimioterdpicos e inmunosupresores. Los
criterios que definen este sindrome se describen en la Tabla 1.

Tabla 1. Criterios diagnésticos de HLH secundaria (deben cumplirse 5 de 8 criterios) (17).

Fiebre

Esplenomegalia

Citopenias (al menos 2 lineas celulares): Hb < 9 g/dL; neutréfilos < 1000/L, plaquetas <100000/L

Hipertrigliceridemia (260 mg/dL) y/o hipofibrinogenemia (< 1.5 g/L)

Ferritina mayor de 500 microg/l

sCD 25 mayor de 2400 U/mL

Actividad NK disminuida o ausente

Hemofagocitosis en médula dsea, liquido cefalorraquideo o ganglios linfdticos

En nuestra serie, el 38% de los pacientes con LV cumplian criterios de HLH
(14). Diferentes series muestran cifras similares (18,19). LV es una de las causas poco
conocidas de HLH secundaria, pero es muy importante conocer que los pacientes
con LV que cumplen criterios de HLH no tienen peor prondstico, ni mayor mor-

Manejo clinico de la leishmaniasis visceral y la leishmaniasis ganglionar localizada por L. Infantum en Espafia

40



Estudio integral del brote comunitario de leishmaniasis en la Comunidad de Madrid

talidad ni recaida, siendo su respuesta a tratamiento similar a la del resto de LV. Asi,
mientras la mortalidad de la HLH secundaria en global resulta superior al 50%, en
la LV los pacientes se curan con tratamiento adecuado de la LV.

Dentro de los criterios de HLH, es de especial interés la elevacién de la ferritina,
que en nuestra serie alcanzé niveles con una mediana de 6000 microgramos/L. Se
trata de una prueba de ficil determinacién en cualquier laboratorio, disponible en
el dia de la realizacién, y de gran utilidad para aumentar la sospecha clinica en el
contexto de un paciente con fiebre sin focalidad.

Como conclusién, es obligado ante cualquier paciente diagnosticado de linfo-
histiocitosis hemofagocitica (HLH) descartar LV. En los pacientes con HLH y LV
nunca debe plantearse tratamiento especifico de HLH con etopésido o similar, el
tratamiento antiparasitario es eficaz y suficiente.

Leishmaniasis visceral crénica activa

Esta forma clinica es caracteristica de pacientes con inmunodepresién muy
severa, como los pacientes con infeccién crénica por VIH con menos de 100 CD4
o pacientes trasplantados. Se trata de pacientes oligosintomdticos, con parasitemia
persistentemente positiva y con frecuentes recaidas clinicas, que responden parcial-
mente a tratamientos y retratamientos sin conseguir erradicar el parasito. Se propuso
la denominacién «crénica» debido a la presencia de recaidas durante un periodo de
varios anos y «activa» debido a la circulacién sanguinea continua del parésito, que
se sigue multiplicando a pesar del tratamiento (20). Se trataria de pacientes virtual-
mente «colonizados» por Leishmania, considerados incurables salvo que se revierta
su inmunodepresién. El manejo cldsico consiste en profilaxis indefinida, estrategia
que no consigue controlar la infeccidén, siendo frecuentes las recaidas clinicas que
requieren ciclos de retratamiento.

En la LV crénica activa se ha encontrado invasién en multiples érganos. Al
tratarse de pacientes con macréfagos cargados de Leishmania, puede aparecer clinica
vircualmente en cualquier localizacién. Se ha descrito en este contexto afectacién
pulmonar, géstrica, colénica, cutdnea (similar a PKDL), ganglionar, hepética, renal
y ocular (21-24). Se asume que la inmunodepresién tipica de estos pacientes explica
la ausencia de algunas manifestaciones tipicas de la LV que dependen de la respuesta
inmune, como la fiebre o la elevacién de reactantes inflamatorios.

El manejo de estos pacientes es complejo ya que es necesario el desarrollo de
una respuesta celular especifica frente a Leishmania, que se ve comprometida al ser
diana tanto de Leishmania y como del VIH.
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LV y autoinmunidad

La fisiopatologia de la LV y la activacién desproporcionada e ineficiente de la
respuesta humoral se refleja en una importante hipergammaglobulinemia, en oca-
siones con formacién de inmunocomplejos. Asi, es frecuente la positividad tanto
de autoanticuerpos como de serologias de otros microorganismos (30% en nuestra
serie), como Borrelia o Coxiella (14). En el contexto de una LV puede ser positivo
précticamente cualquier autoanticuerpo, por ejemplo se han descrito ANAs, factor
reumatoide, Coombs, Ac anti-musculo liso, anti-dsDNA, anticoagulante lupico,
anti-CCP, anti-Sm, anticardiolipina, ANCA, antimitocondriales y antitiroideos (16).
Por ello, no es de extrafar que se hayan comunicado, tanto pacientes con diagnéstico
erréneo de LES que resultaron ser LV, como pacientes con LES confirmado que
fueron tratados de brote cuando presentaban LV. Incluso pacientes que debutaron
con glomerulonefritis como primera manifestacién clinica de una LV, en el contexto
de una crioglobulinemia tipo III (24).

Las cifras de complemento son normales en el contexto de LV, por lo que se ha
destacado que en un paciente con criterios de LES que tenga complemento normal
un posibilidad es que se trate de una LV. En resumen, debemos tener cuidado con
la interpretacién de las serologias y los autoanticuerpos en el contexto de fiebre sin
foco, e incluir siempre IgG Leishmania en nuestro drea en sospechas de enfermedad
autoinmune.

LV. Diagnéstico clinico
Algoritmo diagnéstico

Para mayor profundidad en las técnicas diagndsticas de laboratorio existe una
capitulo especifico en este tratado, aqui nos centraremos en cémo adaptar las técnicas
diagnésticas recomendadas a nuestro entorno.

Las técnicas mds utilizadas para aumentar la probabilidad de confirmar el diag-
nostico serfan:

* Serologia (Ac anti-leishmania).
e Meétodos moleculares (PCR) en sangre (u otros érganos).
* Aspirado de médula sea para microscopia ptica y test moleculares (PCR).

Respecto a la serologfa, es fundamental estimar la prevalencia de la enfermedad
en la poblacién (Figuras 1 y 2). En situaciones de alta prevalencia, como un brote
epidémico similar al de Fuenlabrada, el test rdpido basado en detectar anticuerpos
contra el antigeno rK39 es de gran utilidad, por su elevada especificidad y mayor
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rapidez, permitiendo diagnosticar un gran niimero de casos en pocos minutos. Sin
embargo, en este contexto la prueba pierde valor predictivo negativo y un resultado
negativo no excluye LV. En la situacién habitual de endemia en nuestro pais, la se-
rologia convencional (IFI, ELISA) debe ser el método inicial de cribado, ya que su
mayor sensibilidad permitiria descartar LV en casos de baja sospecha. En cualquiera
de ambos escenarios y si existe una alta sospecha clinica, la serologfa convencional no
debe ser la tnica prueba para el diagnéstico. Por un lado, en zonas endémicas como
nuestro entorno la seroprevalencia puede ser elevada en pacientes asintomdticos, con
el riesgo de falsos positivos. Por otro, en pacientes inmunodeprimidos estd descrita
mayor probabilidad de falsos negativos de la serologia.

Los estudios moleculares (PCR), principalmente en sangre y en aspirado de
médula dsea, se consideran en la actualidad la técnica de diagnéstico mds sensible
y especifica, siendo el gold estdndar de referencia, y suelen estar disponibles en la
mayoria de laboratorios hospitalarios. La rentabilidad en diferentes estudios es algo
mayor en médula dsea, pero en sangre se encuentra por encima del 85%.

El cultivo no es ttil para el diagnéstico, por su baja sensibilidad y retraso en el
resultado, pero permite recuperar el pardsito vivo para identificar especie y even-
tuales pruebas ulteriores. Suele exigir enviar la muestra a laboratorios de referencia
especializados.

Otras muestras, obtenidas por aspirado o biopsia, pueden ser ttiles si existen
datos de afectacién de érganos concretos, por ejemplo, higado o adenopatias. Por
el contrario, la puncién esplénica, considerada cldsicamente la muestra de referen-
cia, tiene un riesgo de complicaciones si no es realizada por expertos, por lo que
desaconseja su uso en nuestro medio.

Figuras 1 y 2. Algoritmo de diagnéstico propuesto en nuestro medio en funcién de la
prevalencia de leishmaniasis en la poblacién.

ALTA PREVALENCIA BAJA PREVALENCIA

Sospecha clinica Sospecha clinica

ELISA
|

POSITIVO NEGATIVO

LV No confirmada LV virtualmente descartada
16% falsos positivos LV 4%

NEGATIVO
LV No descartada
LV 45%

NEGATIVO
LV virtualmente descartada
v 4%

POSITIVO
L virtualmente confirmada LV No confirmada
V9%

16% falsos positivos
T

‘ POSITIVO ‘

PCR Sangre 87%
Aspirado médula 6sea 43%*
PCR Sangre 87% PCR médula 6sea 93%
Aspirado médula dsea 43%*
PCR médula 6sea 93%

% visualizacion de leishmanias * % visualizacién de leishmanias
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Pruebas de imagen

No existe ninguna recomendacién al respecto, y en general no se consideran
necesarias en el algoritmo diagnéstico. Sin embargo, en nuestra experiencia, es
habitual que las técnicas de imagen se realicen en el proceso diagnéstico a veces no
tan evidente de leishmaniasis. Las técnicas de imagen que permiten visualizar el
tamafo del bazo (ecografia abdominal, TAC abdominal), habitualmente disponi-
bles en nuestro medio hospitalario, pueden ser de utilidad ya que ayudan a elevar
la sospecha clinica si se documenta la presencia de esplenomegalia. Por otro lado, el
tamafo del bazo es un dato indirecto de la carga parasitaria de la LV, aunque no se
ha demostrado la incidencia de este dato sobre el tratamiento o sobre el prondstico.

Aspirado de médula ésea

Una clinica compatible y una PCR positiva en sangre son suficientes para
confirmar LV. Sin embargo, es recomendable realizar el aspirado de médula por
varios motivos. Actualmente, la deteccién de DNA de Leishmania en médula ésea
se considera la técnica gold-standard para el diagnéstico de LV, siendo algo mds
rentable en nuestra experiencia que la deteccién en sangre (14). Ademds, si no te-
nemos disponibles técnicas moleculares o se retrasan, la visualizacién de Leishmania
por un ojo experto de las muestras de aspirado se realiza el mismo dia de la técnica
y puede dar el diagndstico més rdpido. Incluso aunque no se visualicen pardsitos,
se ha descrito un patrén morfolégico de médula 6sea con un alto valor predictivo
positivo para LV: una relacién mielo-eritroide disminuida, con un porcentaje elevado
de células plasmadticas y el hallazgo de fagocitosis no solo de elementos eritroides,
sino de plaquetas y leucocitos, se asociaron de forma significativa a LV (25). Final-
mente, es més fdcil recuperar la cepa viable desde la médula ésea, lo que puede ser
de utilidad para futuros estudios de resistencia.

LV. Tratamiento

Introduccién

Deben recibir tratamiento las personas que cumplan los criterios de definicién
de LV activa: aquellas con sintomas clinicos y con diagnéstico microbiolégico de
LV. Las personas con infeccién documentada por Leishmania pero asintomadticas se
aconseja que sean vigiladas y se traten solamente si desarrollan sintomas (26).

Desgraciadamente, no existe en este momento ninguna pauta con evidencia
mdxima para recomendar el tratamiento de LV por L. infantum, al no existir ensayos
doble ciego para ningin férmaco (1). Desde 2010, estas recomendaciones se sepa-
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raron en funcién de especie y zona geogréfica, ya que tampoco se puede inferir que
pautas eficaces en ensayos clinicos para L. donovani sirvan para L. infantum (20).

Farmacos

Los firmacos de primera linea para el tratamiento de LV por L. infantum son
la anfotericina B liposomal (L-AmB), la miltefosina y los antimoniales. Otros far-
macos comercializados que han mostrado actividad anti-leishmanidsica pero que no
comentaremos aqui en detalle son la paramomicina, la pentamidina, el alopurinol
y los azoles (itraconazol, fluconazol) (27).

Anfotericina B liposomal (L-AmB, Ambisome®, vial de 50 mg)

Dosis habitual

En nuestro medio se considera L-AmB en monoterapia la primera linea de
tratamiento para la LV, aunque las dosis recomendadas son diferentes para inmu-
nocompetentes, inmunodeprimido VIH e inmunodeprimido no VIH, y se detallan
en el epigrafe 2.3.5. de pautas recomendadas.

Toxicidad

* Reaccién aguda relacionada con la infusién de L-AmB

Es una reaccién leve pero bastante frecuente. Se han descrito fiebre, tiritona,
dolor lumbar, dolor abdominal, dolor tordcico, disnea, hipoxia, flushing y
urticaria durante la infusién. Estos sintomas se han puesto en relacién con
una reaccién del endotelio a los liposomas, y no es un mecanismo relacio-
nado con una reaccién alérgica. Es mds frecuente si la infusién es rdpida.

Para prevenirlo, aconsejamos de forma rutinaria realizar la infusién en 90
minutos y premedicacién con paracetamol 1g unos 15 minutos antes de
la administracién del firmaco. Si a pesar de ello se produce, se debe parar
la infusién hasta que se resuelva la clinica, y se puede plantear administrar
hidrocortisona 50 mg intravenoso. Una vez resuelto se puede reanudar la
infusién mds lentamente, y se puede administrar en los dias siguientes afa-
diendo 1 vial de dexclorfeniramina (Polaramine®) al paracetamol como
premedicacién.

e Nefrotoxicidad

La anfotericina produce nefrotoxicidad por varios mecanismos, que se tradu-
cen finalmente en vasoconstriccién y dano tubular distal. Las consecuencias
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son una elevacién de creatinina, hipokalemia e hipomagnesemia. La pro-
babilidad de dano renal es mayor a mayor dosis acumulada. Este dano es
reversible para las pautas habitualmente utilizadas, aunque el uso continuado
de L-AmB (por ejemplo, en las clésicas pautas de profilaxis secundaria de afios
de duracién) puede llevar a un dafio crénico. Para prevenir este problema se
debe asegurar una hidratacién adecuada previa a la infusién (parenteral con
suero salino si es necesario), evitar otros nefrotdxicos y diuréticos concomi-
tantes, y optimizar los niveles de potasio previos a la infusidn.

Otras consideraciones

Los viales de Ambisome® deben conservarse a menos de 25 °C (en nevera), y
una vez reconstituidos a temperatura ambiente, administrarse en las siguientes 24-
48 horas. La reconstitucién es compleja y debe realizarse en las cabinas de Farmacia
preparadas para tal fin.

Miltefosina (Impavido®, comprimidos 50 mg)

Dosis habitual

Es la tnica opcién oral de tratamiento. En mayores de 12 afios y peso > 50 kg
la dosis recomendada es Miltefosina 150 mg/dia repartidos en 3 dosis. En ninos se
demostré que en muchos casos la falta de eficacia se relacionada con un mal ajuste

de dosis, por lo que se han recomendado diferentes pautas ajustadas a edad y peso
(28,29).

Se puede conservar a temperatura ambiente y se debe tomar con comidas.

Toxicidad

Son frecuentes los sintomas digestivos inespecificos, como nduseas, vomitos,
diarrea y dolor abdominal, que suelen ser dosis dependientes. Se ha recomendado
pre-medicacién con domperidona 30 minutos antes de la toma para paliar estos
sintomas.

Se han descrito elevaciones de enzimas hepdticas y de creatinina que no suelen
frecuentes ni tener relevancia clinica, aunque contraindican el uso de miltefosina en
caso de insuficiencia hepdtica y renal, por falta de datos en estos escenarios.
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Antimoniales (Glucantime®, vial de 1500 mg de antimoniato de meglumina)

Dosis habitual

En nuestro pais estd disponible el antimoniato de meglumina. La pauta recomen-
dada de tratamiento es 20 mg de Sb>*/kg/dia, que equivalen a 75 mg de antimoniato
de meglumina/kg/dia, durante 28-30 dias. El preparado comercial del antimoniato
de meglumina es Glucantime®. Cada ampolla tiene 5 ml, y contiene 1500 mg de
antimoniato de meglumina, que corresponden a 405 mg de antimonio. Es decir,
la concentracién de la solucién es de 300 mg de antimoniato por mililitro, que co-
rresponden a 81 mg de antimonio por mililitro. Asi, una persona de 70 kg deberia
recibir 17 ml al dfa de Glucantime®: 3 viales y medio repartidos por ejemplo en 1
inyeccién de 10 ml y otra de 7 ml cada dfa.

El otro antimonial comercializado es el estibogluconato de sodio (SSG, Pen-
tostam®) no estd disponible en nuestro pais.

Toxicidad:

Los antimoniales han pasado a una segunda linea de tratamiento por su alta
toxicidad, que es acumulativa, con mayor riesgo a mayor dosis empleada.

e Pancreatitis: es frecuente que durante el tratamiento se detecte un aumento
de lipasa en rango de pancreatitis, aunque es poco frecuente que se presenten
sintomas. La lipasa vuelve a la normalidad al finalizar el tratamiento.

* Arritmias cardiacas: son frecuentes los cambios en los trazados del ECG
durante el tratamiento, especialmente inversién de la onda T y prolongacién
del intervalo QT. Estos cambios son dosis-dependientes y reversibles, pero
pueden ser fatales en pacientes con cardiopatia previa o QT largo.

* Hepatotoxicidad: aunque rara, puede ser muy grave, y en caso de presentarse
no debe reintroducirse el firmaco.

Estos riesgos son mas frecuentes en caso de insuficiencia hepética y renal, esce-
narios en los que los antimoniales estdn totalmente contraindicados.

Conceptos generales sobre el tratamiento: curacién y biomarcadores

Leishmania es un pardsito intracelular con una alta capacidad de adaptacién y
a menudo dificil de erradicar en su totalidad, habiéndose descrito casos de recaidas

cutdneas afios después de la primoinfeccidn y aparente cura (30,31), asi como la

conocida persistencia de pardsito replicando durante afios en la ya citada LV crénica
activa (32). Hay consenso en que la «curacién parasitoldgica», es decir, la erradica-
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cién de Leishmania, es dificil de asegurar con las técnicas actuales. Por ello, se han
propuesto diferentes definiciones y conceptos sobre cudndo y cémo se considera a
un paciente curado. En los tratados de la OMS sélo se incluyen valoraciones clinicas,
al no existir evidencia concluyente hasta la fecha de ningin test de cura (1,26,33),
y que se trata de documentos orientados a las zonas donde leishmaniasis es m4s
prevalente, habitualmente escasas de recursos técnicos. Estos conceptos ayudarian
a la toma de decisiones sobre las pautas a elegir en cada caso, como luego veremos.
Podemos resumirlos (Tabla 2):

* 'Tras el final de la primera parte del tratamiento (tratamiento inicial o de
induccién), se consideraria:

— Curacién clinica inicial: mejoria clinica tras finalizar el tratamiento.

© No puede asegurarse la «curacién parasitolégica», este paciente seria
considerado como «infectado asintomdtico».

— Fracaso de tratamiento: no hay mejoria clinica o hay empeoramiento al
finalizar el tratamiento. Se asume que se asocia a persistencia parasitoldgica.

* A final de seguimiento, que en nuestra opinién debe ser al menos 1 afio:

— Curacién clinica final: el paciente persiste asintomdtico. Se consideraria
lo més cercano a una «curacién parasitoldgicar.

— Recaida: paciente con curacién clinica inicial en el que reaparecen los
sintomas y se confirma persistencia parasitoldgica.

Desde hace afnos se estdn ensayando diferentes biomarcadores que se asocian
a curacién final o a recaida, y que puedan ayudar a la toma de decisiones sobre los
tratamientos de rescate o de mantenimiento. Sobre algunos de ellos no tenemos
experiencia, como diferentes antigenurias en orina (34) o los niveles de IgG1 espe-
cificos de Leishmania (35). Destacamos los que hemos utilizado en nuestro grupo,
que se desarrollan de forma més extensa en el capitulo especifico, y que comenta-
remos mds adelante:

* Biomarcadores parasitolégicos: PCR (cuantitativa/cualitativa), xenodiag-
néstico directo, xenodiagndstico indirecto y cultivo.

 Biomarcadores inmunolégicos: nimero absoluto de linfocitos CD4, CPA-
SLA (respuesta celular especifica frente a Ag soluble de Leishmania), y pro-
duccién interfer6n-gamma (IGRA) u otras citoquinas proinflamatorias tras

CPA-SLA.

Es conocido, en el contexto de la co-infeccién VIH-Leishmania, que los niveles
bajos de CD4 son un biomarcador claramente asociado tanto al riesgo de padecer LV
como de recaida, en caso de no recuperarlos tras el tratamiento de ambas entidades
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(36). De esta manera, las guifas actuales de manejo de estos pacientes vigentes en
nuestro medio proponen plantear la retirada de profilaxis secundaria en los pacientes
con CD4 superiores a 200-350, en los que se asumiria recuperacién de la respuesta
inmunolégica (1). Nuestros datos apoyan que lo importante es recuperar la respuesta
celular especifica a Leishmania (CPA-SLA), y aunque ésta habitualmente asociada
a mayor cifra de CD4, hemos encontrado casos con CD4 menores de 200 con res-
puesta CPA-SLA efectiva, que no recayeron; y casos con CD4 mayores de 350 sin
respuesta CPA-SLA efectiva, que recayeron. En nuestra opinién, los biomarcadores
inmunolégicos dependientes de respuestas especifica CPA-SLA son superiores a la
cifra absoluta de CD4 como predictores de recaida.

En diferentes estudios de nuestro grupo (37-41), hemos encontrado que, tras el
tratamiento de una LV, podemos establecer la siguiente asociacién respecto al riesgo
de recaida tras el tratamiento de la LV:

* Biomarcadores parasitoldgicos negativos e inmunoldgicos positivos se asocian
a BAJO riesgo de recaida. En esta situacién no hay evidencia de replicacién
parasitaria y si de existencia de respuesta celular especifica eficaz.

* Biomarcadores parasitolégicos positivos 0 inmunolégicos negativos por el
contrario se asocian a ALTO riesgo de recaida.

En base a los resultados de estos biomarcadores y de estas asociaciones con el
riesgo de recaida, se han propuesto una serie de definiciones para determinar el estatus
del paciente con curacién clinica tras el tratamiento de una LV (39,40,42), y que
serfan complementarias a las propuestas por la OMS. Asi, tras la «curacién clinica»,
inicial o final, es muy importante diferenciar estos tres escenarios (ver Tabla 2):

* «Portador» asintomdtico: cuando algiin biomarcador parasitolégico per-
manece positivo. En ocasiones la PCR en sangre puede permanecer positiva
transitoriamente a final de tratamiento, negativizindose en pocas semanas
al desarrollarse respuesta celular. Si no es asi y la PCR persiste positiva, estos
pacientes tienen alto riesgo de recaida clinica ya que no desarrollan respuesta
inmune. Estos pacientes no deben considerarse curados. Esta es la situacién
en la que se encuentran los pacientes con «LV crénica activa» entre cada
recaida clinica.

* «Asintomdtico sin respuesta inmune a Leishmania», o «<no responde-
dor»: hay evidencia de infeccién previa pero los marcadores parasitoldgicos
e inmunoldgicos son negativos. No hay evidencia de replicacién activa pero
tampoco de que se haya desarrollado respuesta inmunitaria especifica. Estos
pacientes tienen mayor riesgo de recaida que los respondedores, aunque
pueden acabar desarrollando respuesta.
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* «Asintomdtico con respuesta inmune a Leishmania», o «respondedor»:
cuando los marcadores parasitolégicos son negativos y los inmunolégicos
son positivos. Estos pacientes «respondedores» tienen bajo riesgo de recaida

a corto plazo ya que esta respuesta inmune se ha mostrado protectora.

Todos estos pacientes se definen como «curacidn clinica», pero tienen importantes
diferencias prondsticas. Es esencial tras un tratamiento encuadrar a los pacientes con «cu-
racién clinica» en alguna de estas tres categorias. Solo deberfamos plantearnos considerar
«curado» al paciente «asintomdtico con respuesta inmune a Leishmania», y no en todos
los casos, como luego veremos. Por ejemplo, el estatus inmunoldgico de los pacientes
puede modificarse, especialmente en pacientes que estdn recibiendo inmunosupresores.
El grado de inmunosupresién puede ser fluctuante y pacientes que desarrollen respuesta
celular la podrian perder si reciben mayor grado de inmunosupresién, por lo que es im-
portante monitorizar este estatus tras el tratamiento en los pacientes inmunodeprimidos.

Tabla 2. Escenarios y definiciones tras el tratamiento en base a biomarcadores.

Tiempo respecto a  Sintomas Biomarcadores Biomarcadores Riesgo de Pautas de
tratamiento parasitolégicos inmunolégicos recaida tratamiento#
Fracaso de Durante el Si Positivos Negativos Alto Extendido o
tratamiento*  tratamiento: no se Rescate
alcanza curacién
clinica inicial
Curacién Al final de No & & 3 -
clinica inicial* tratamiento de
induccién
Curacién A los 6 meses (1 No It & & -
clinica final*  afio) del final de
tratamiento de
induccién
Asintomdtico  En cualquier No Negativos Positivos Bajo Ninguno
respondedor  momento tras el
tratamiento
Asintomdtico  En cualquier No Negativos Negativos Posible Extendido o
no momento tras el supresor
respondedor  tratamiento
Portador En cualquier No Positivos Negativos Alto Rescate
asintomdtico! momento tras el
tratamiento
Recaida* En cualquier Si Positivos Negativos - Retratamien-

momento tras
curacién clinica

to o Rescate

# Ver texto para pautas de tratamiento.

*Definiciones OMS.

! Si el portador asintomdtico ha tenido varios fracasos a tratamiento y recaidas se considera «LV crénica activa».
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Obijetivos del tratamiento

La replicacién activa de Leishmania (que se reflejaria con la presencia de bio-
marcadores parasitolégicos positivos) impide el desarrollo respuesta celular eficaz y
estd asociada a recaida (43). Desde un punto de vista practico, es necesario como
primer paso que el tratamiento consiga negativizar la PCR en sangre para que se
desarrolle una respuesta celular. El objetivo del tratamiento serfa disminuir la carga
parasitaria lo suficiente para que la propia respuesta celular especifica del huésped
controle la infeccién. Por tanto, el objetivo del tratamiento debe ir mds alld de la
curacién clinica, buscando negativizar la PCR, y como consecuencia, confiar en el
desarrollo de la respuesta inmune celular.

Considerando este objetivo y en base a las definiciones que hemos comentado
previamente, existirfan varios tipos de tratamiento (Tabla 2):

 Tratamiento inicial o de induccién: se inicia tras el diagndstico. Seria el
tratamiento «estdndar» al que se refieren las pautas habituales. Al terminarlo
debemos haber alcanzado «curacién clinica inicial» y negativizar la PCR en
sangre.
— Hipétesis: Disminuir carga parasitoldgica al mdximo permitiria el desa-
rrollo de respuesta celular propia.
— Series de casos han encontrado (43-45):

° PCR negativa asociado a menor riesgo de recaida.

° PCR persistentemente positivas asociadas a recaidas, a mayor cifra
mds riesgo.

 Extensién de tratamiento vs tratamiento de rescate: se plantearia en el
contexto de fracaso de tratamiento. Es decir, el paciente sigue sintomdtico
tras completar el tratamiento de inicial o de induccién. Para manejar esta
situacion se han propuesto dos opciones desde el Guidelines Development
Group (GDG) de la OMS, sin mayor evidencia que la légica y el sentido

comun (46).

— En caso de observar cierta respuesta, pero incompleta, se puede optar por
una «extension del tratamiento», es decir, prolongar el mismo tratamien-
to, dando alguna dosis extra de anfotericina hasta conseguir la curacién
clinica inicial y, en nuestra experiencia, la negativizacién de PCR.

— Por el contrario, si no se consiguié ningtn tipo de mejoria con el trata-
miento inicial, se plantearia un «tratamiento de rescate». Se asumiria
que podria haber resistencia al firmaco empleado y habria que optar por
otro fdrmaco o por una combinacién de firmacos. En mi opinidn, este
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«tratamiento de rescate» debe plantearse siempre si la qPCR (PCR cuan-
titativa) no ha disminuido de forma significativa tras un tratamiento de
induccién o de una recaida, deberia idealmente estar basado en test de
resistencias previas si estdn disponibles, y deberfan usarse combinaciones
para intentar conseguir negativizar PCR.

* Tratamiento de recaidas: En este escenario se asume que hubo una respuesta
inicial que no consiguié curar al paciente por su inmunodepresién, pero no
hay resistencia a firmacos, y por tanto se podria optar por un «retratamien-
to» con el mismo fdrmaco y esquema que se usé para el tratamiento inicial
o de induccién. En mi opinién, si no se consiguié un descenso relevante
de la qPCR con el primer tratamiento de induccién, deberia plantearse en
este escenario un «tratamiento de rescate», probablemente un tratamiento
combinado, con el objetivo de negativizar la PCR.

¢ Tratamiento de mantenimiento, supresor o profilaxis secundaria: Este
tipo de tratamiento estd recomendado en las gufas actuales tras la finalizacidon
del tratamiento inicial o de induccién en los pacientes con co-infeccién por
VIH y Leishmania (1). Varios ensayos demostraron en la era pre-TARGA
que se disminufa la frecuencia de recaida clinica a corto plazo (47-49). Sin
embargo, la experiencia clinica ha demostrado que en el contexto de una
«LV crénica activar, este esquema de tratamiento no es eficaz para evitar las
recaidas ni consigue negativizar la PCR, acumulando toxicidad de forma
progresiva a lo largo de los afos. El tratamiento supresor en este escenario
es insuficiente para conseguir la curacién, y se considera un tratamiento

paliativo (33).

En nuestra experiencia, el tratamiento de mantenimiento o supresor debe-
ria plantearse s6lo en los escenarios de «asintomdtico no respondedor», y
su objetivo serfa mantener suprimido el pardsito hasta desarrollar respuesta
celular especifica propia, lo que no siempre se consigue. Pero, sobre todo,
este tratamiento no serfa necesario si el paciente desarroll6 respuesta celular
tras el tratamiento inicial o de induccidn, es decir, si es una «asintomadtico
respondedor». Estos pacientes fueron capaces de controlar Leishmania tras el
tratamiento de induccidn sin necesidad de tratamiento supresor en nuestra
pequena serie de casos (37).
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Esquema de manejo prdctico. Pautas recomendadas

Antes del inicio de tratamiento

Debe ponerse especial interés en evitar la nefrotoxicidad: suspender fdrmacos
nefrotéxicos o que favorezcan la hipopotasemia, y asegurar hidratacién adecuada.

e Determinacidn basal (el dia de inicio de tratamiento con L-AmB):

— Hemograma, bioquimica bésica con funcién renal y hepética, proteina
C reactiva y ferritina.

— PCR cuantitativa de Leishmania en sangre, para comparar respuesta antes
y después del tratamiento.

— No es necesario medir respuesta celular, que serd negativa siempre.

Tratamiento de induccién o inicial

Para planificar el tratamiento de «induccién» o inicial de la LV, debe incluirse al
paciente en uno de estos tres grupos: inmunocompetente, inmunodeprimido VIH
e inmunodeprimido no VIH, para los que existen diferentes pautas recomendadas
y de seguimiento. Aunque la experiencia nos dice que la pauta de eleccién funciona
en la mayoria de los pacientes, todas ellas tienen en comun la falta de evidencia,
siendo necesarios ensayos clinicos para evaluar la dosis mds adecuadas de L-AmB en
nuestro medio, y sobre todo para comparar la monoterapia frente a L-AmB con la
combinacién con miltefosina, que permitiera disminuir dosis de ambos fdrmacos.

* Inmunocompetentes

— Pauta de eleccién: anfotericina B liposomal (L-AmB), 3 mg/kg/dia
los dias 1-5, 14 y 21 (total 21 mg/kg/dia).

© Esta pauta se basa en la experiencia en estudios abiertos realizados
en la década de los 90, principalmente en nifios, aunque otras dosis
menores y esquemas variados se mostraron también eficaces. Sin em-
bargo, nuestra experiencia al analizar nuestra serie de casos de forma
retrospectiva mostré que uno de los factores asociados a recaida fue usar
dosis inferiores a 21 mg/kg (14). De hecho, se podrian valorar dosis
mayores en algunos casos particulares («extensién del tratamiento»),
por ejemplo, en pacientes con lenta respuesta clinica, pacientes con
PCR positiva a fin de tratamiento o en pacientes de etnia subsaharia-
na, donde algunos indicios sugieren que el riesgo de recaida podria
ser mayor (12).
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— Alternativas: monoterapia con antimoniato de meglumina o con milte-
fosina, a las dosis habituales descritas para cada firmaco.

— Situaciones especiales: L-AmB es el firmaco recomendado en gestantes
(clase B), es probablemente seguro en lactancia (aunque se recomienda
evitar por prudencia). Es el tinico firmaco utilizable en caso de insufi-
ciencia renal, didlisis e insuficiencia hepdtica grave, sin modificar las dosis.
Los antimoniales estdn contraindicados en todos estos escenarios, y para
la miltefosina faltan datos.

 Coinfeccién LV-VIH. Pauta de eleccién: L-AmB 4 mg/kg/dia los dias
1-5, 10, 17, 24, 31, 38 (40 mg/kg/dosis total).

— Varios ensayos clinicos abiertos en los 90 en nuestro pais demostraron
que anfotericina, tanto liposomal como complejo lipidico, era eficaz
comparada con la cldsica de antimoniales. Afortunadamente, la llegada
del TARGA erradicé virtualmente la coinfeccién VIH-Leishmania, pero
esto impidié avanzar en la consolidacién de la evidencia de ninguna de
las pautas actualmente recomendadas. Asi, esta pauta de eleccién estd
basada en ensayos clinicos de L. donovani.

— Alternativas:
© L-AmB liposomal 30 mg/kg/dosis total, repartida en 10 dosis.

°© L-AmB 30 mg/kg/dosis total en 10 dosis + miltefosina 50 mg/12h
durante 28 dias. Este esquema se ha demostrado superior en ensayos
clinicos en el este de Africa y Sudeste de Asia a la pauta en monotera-
pia, y es el actual tratamiento de eleccién en estas zonas geogréficas,
donde LV estd causada por L. donovani (46). Permite disminuir la
dosis de ambos firmacos, siendo mejor tolerada y menos nefrotédxica.

o [-AmB a la dosis necesaria hasta conseguir PCR negativa, en mono-
terapia o en combinacién con miltefosina.

© Monoterapia con antimoniato de meglumina o con miltefosina, a las
dosis habituales descritas para cada firmaco.

© Combinacién antimoniales con miltefosina, a dosis inferiores o a las
habituales.

e Inmunodeprimidos no VIH. Pauta de eleccién: L-AmB 4 mg/kg/dia los
dias 1-5, 10, 17, 24, 31, 38 (40 mg/kg/dosis total).

— No hay ningtn tipo de evidencia sobre ninguna pauta para el manejo
de este tipo de pacientes, mds alld de casos aislados. Ademds, se incluyen
en este grupo pacientes muy heterogéneos, en los que el grado de in-
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munosupresion no es equiparable. Diferentes guias sugieren adoptar las
recomendaciones para los pacientes VIH (1,26).

— Se debe intentar retirar la inmunosupresion hasta completar el tratamiento,
lo que no siempre es posible.

— En nuestra experiencia, se pueden clasificar estos pacientes en dos grandes

grupos en funcién del riesgo de recaida.

(o]

(o]

Bajo riesgo de recaida: paciente con antiTNE con metotrexate o aque-
llos con posibilidad de retirada definitiva de inmunodepresién. En
estos pacientes hay altas probabilidades de conseguir curacién clinica
y respuesta celular mantenida sin tratamiento de mantenimiento.

Alto riesgo de recaida: trasplantados, combinacién de varios inmuno-
supresores, esteroides dosis altas de forma mantenida y sin posibilidad
de retirada de inmunodepresién profunda. En estos escenarios hay
menores probabilidades de conseguir curacién clinica con respuesta
celular. Ademds, en caso de conseguirla, ésta puede perderse. El riesgo
de LV crénica activa es mayor, especialmente en trasplantados.

— Alternativas:

(o]

L-AmB 21 mg/kg/dosis total, esquema habitual (en pacientes con
bajo riesgo)

L-AmB 30 mg/kg/dosis total, esquema habitual.

L-AmB 30-40 mg/kg/dosis total + miltefosina 28 dias, esquema habitual.
L-AmB hasta conseguir PCR negativa, sola o en combinacién.

Monoterapia con antimoniato de meglumina o con miltefosina, a las
dosis habituales o menores.

Monitorizacién de toxicidad durante administracién de L-AmB

En la mayoria de los casos se puede planificar el tratamiento en hospital de dia
médico. No conocemos que haya ninguna experiencia de tratamiento en régimen
de hospitalizacién a domicilio.

Si el paciente no presenta de base alteracién de la funcién renal y no refiere

sintomas durante el tratamiento, no es imprescindible la monitorizacién analitica

durante el tratamiento, y no es recomendada por las guias.

No obstante, en nuestro medio es costumbre realizar controles analiticos, aunque
no hay consenso sobre cudndo hacerlos ni cudl es el manejo adecuado en caso de
elevacion de creatinina. Parece razonable hacer un control analitico tras las primeras
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dos o tres dosis de L-AmB en pacientes con mds de 65 afios o con enfermedad renal
de base. Hay que recordar que el tratamiento de eleccidn en caso de insuficiencia
renal es L-AmB, ya que no se afecta su eliminacién, y que el deterioro de creati-
nina producido por L-AmB es transitorio tras retirar el firmaco. A priori, no hay
certeza de que disminuir la dosis, administrarla en infusién continua ni espaciarla
suponga un beneficio, mientras que no conseguir la dosis total recomendada si estd
relacionado con el riesgo de recaida (14). Por ello, la recomendacién habitual es
intentar completar la dosis standard, asumiendo cierta elevacién de creatinina que
se normalizard al cabo de unas semanas. Tampoco hay evidencia sobre un umbral
de creatinina en el que suspender o retrasar el tratamiento.

e Una propuesta de manejo préctico puede ser la siguiente:

e 'Tras tres dosis de L-AmB: realizar bioquimica con funcién renal y potasio,
antes de infusion del cuarto dia.

— Si creatinina > 1.5 mg/dl plantear hidratacién (suero salino antes de nueva

infusién de L-AmB).

— Si creatinina > 2 mg/dl plantear hidratacién y retrasar 24-72h las dos
dosis restantes de la primeras cinco.

— Si hipopotasemia, no suspender tratamiento y administrar suplementos
orales de potasio.

e El esquema de pauta semanal tras las 5 primeras dosis estd pensado para
que no sea necesaria monitorizacién analitica para completar el resto del
tratamiento, que quedaria a criterio clinico.

e Habitualmente a las 4-8 semanas la funcién renal se ha normalizado vol-
viendo a niveles basales.

Monitorizacién fin de tratamiento. Decisién sobre extension de tratamiento,
tratamiento supresor o tratamiento de rescate

Al llegar al final de tratamiento de induccién, con la dltima dosis de L-AmB,
si el paciente se ha quedado asintomdtico, se descarta fracaso del tratamiento y se
considera curacién clinica inicial. El paciente ha recuperado peso, las citopenias
suelen estar resueltas, la proteina C-reactiva normalizada y la ferritina en descenso.
La esplenomegalia y los titulos cuantitativos de serologia disminuirdn lentamente en
los meses siguientes al final de tratamiento, aunque a veces no llegan a normalizarse
y no son utiles para la monitorizacién de la respuesta. No se recomienda repetir el
aspirado de médula 6sea como test de cura.
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Nuestra prictica es completar esta valoracién clinica con la evaluacién de la
respuesta parasitolégica e inmunolégica, en torno a las 4 semanas de la Gltima dosis

de L-AmB. El objetivo tras el tratamiento de induccién debe ser no solo conseguir

la curacién clinica, sino negativizar la PCR:

Hemograma, bioquimica bdsica con funcién renal y hepdtica, proteina C
reactiva y ferritina.

PCR cuantitativa de Leishmania en sangre.

Biomarcadores inmunolégicos (CPA-SLA, IFNgamma).

Con estos resultados clasificamos al paciente como respondedor, no respondedor
o portador (Tabla 2) y en funcién de su estatus inmunolégico inmunocompetente,
inmunodeprimido VIH, inmunodeprimido no VIH), se puede apoyar la toma de

decisiones sobre necesidades de nuevos tratamientos:

Inmunocompetentes: se asume que la inmunidad celular frente a Leishma-
nia se recupera de forma estable tras el tratamiento, y el riesgo de recaida es
muy bajo, en torno a un 5%, y de ficil solucién con retratamiento. Por este
motivo no es imprescindible monitorizar con los biomarcadores en este tipo
de pacientes, aunque pueden aportar informacién para vigilar al paciente
con mayor riesgo de recaida, por ejemplo, subsaharianos.

— Asintomdtico respondedor: No precisaria mds tratamiento por el momento,
independientemente de sus estatus inmunolégico.

— Asintomdtico no respondedor: Se puede valorar prolongar el tratamiento
(tratamiento extendido) y/o iniciar tratamiento supresor.

— «Portador» asintomadtico: tratamiento de rescate y reevaluar biomarcadores
tras el mismo.

Inmunodeprimidos VIH: se asume que la inmunidad celular frente a Leish-
mania es potencialmente recuperable de forma estable en aquellos pacientes
que inician TARGA. Es esencial asegurar TARGA eficaz durante todo el
tratamiento que mantenga carga viral HIV indetectable y permita recupe-
racién progresiva de los niveles de CD4, especialmente «el» CD4 especifico
frente a Leishmania. Los biomarcadores son esenciales para el manejo de
estos pacientes tras el tratamiento de induccién (Tabla 2):

— «Asintomdtico respondedor: No precisa tratamiento supresor y se puede
monitorizar con el mismo esquema que los inmunocompetentes, incluyen-
do siempre los biomarcadores. Mantener una respuesta celular especifica
frente a Leishmania se ha mostrado como factor protector independiente
que se asocia a ausencia de recaidas (37,42). Esta respuesta se suele asociar
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a una recuperacion de las cifras de CD4. Si ademds se mantienen niveles
de CD4 superiores a 350 de forma sostenida, no se precisa seguimiento
especifico mds alld del aflo, como los inmunocompetentes. Los curados
respondedores con menos de 350 CD4 no precisan tratamiento supre-
sor, pero parece razonable prolongar el seguimiento con biomarcadores
a largo plazo.

— «Asintomdtico no respondedor»: seria candidato a tratamiento supresor, y
se monitoriza de forma indefinida hasta confirmar que presenta respuesta
o recaida clinica.

— «Portador asintomdtico»: es mds frecuente en pacientes que parten de
CD4 bajos, y debe considerarse y tratarse como una «LV crénica activay,
que es preciso manejar de forma especifica.

 Inmunodeprimidos no VIH: Se asume que la inmunidad sélo es recuperable
de forma estable en los pacientes en los que es posible retirar la inmunosu-
presién. Pero, en la mayoria de los casos, la inmunidad es probablemente
fluctuante, y su grado de inmunidad depende de la potencia de la inmuno-
supresién, muy variable y dependiente de la enfermedad de base. Esto hace
que los resultados de los biomarcadores inmunoldgicos puedan variar a lo
largo del tiempo y no pueden tomarse en ningin caso como definitivos.
No obstante, son una herramienta mds de apoyo a la toma de decisiones en
estos pacientes tras el tratamiento de induccién (Tabla 2). Como comen-
tamos previamente, es importante distinguir los pacientes con bajo riesgo
de recaida, cuyo manejo es mds semejante a los inmunocompetentes, de los
de alto riesgo:

— «Asintomdtico respondedor»: No precisa tratamiento supresor en ningiin
caso y se puede monitorizar con el mismo esquema que los inmunocom-
petentes, incluyendo siempre los biomarcadores. Se podria reintroducir la
inmunosupresién en aquellos casos en los que se retird y sea imprescindible.
Los pacientes de bajo riesgo no precisarian seguimiento especifico mds
alld del ano, como los inmunocompetentes, si mantienen su estatus de
asintomitico respondedor. En los de alto riesgo parece razonable prolon-
gar el seguimiento con biomarcadores a largo plazo. La fiabilidad de los
biomarcadores es menor que en los pacientes VIH o inmunocompetentes,
por lo que la monitorizacién clinica es fundamental.

— «Asintomdtico no respondedor»: serfa candidato a tratamiento supresor,
e idealmente se deberia retrasar la introduccién de la inmunosupresion.
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Se monitoriza de forma indefinida hasta confirmar que presenta respuesta
o recaida clinica.

— «Portador asintomdtico»: es tipica de pacientes de alto riesgo, y debe
considerarse y tratarse como una «LV crénica activan.

Seguimiento tras tratamiento

En todos los casos, independientemente del estatus inmunoldgico y de la res-
puesta al tratamiento de induccién, es recomendable prolongar el seguimiento hasta
1 ano tras el fin de tratamiento, ya que las recaidas se producen mayoritariamente
en este periodo, especialmente los primeros 6 meses.

* Nuestra prictica habitual es una revision clinica y analitica cada 2-3 meses
en este primer afio, que incluiria las mismas pruebas que tras el fin de tra-
tamiento de induccidn:

— Hemograma, bioquimica bdsica con funcién renal y hepdtica, proteina
C reactiva y ferritina.

— PCR cuantitativa de Leishmania en sangre.
— Biomarcadores inmunolégicos (CPA-SLA, IFNgamma).

e Es importante asesorar al paciente para que consulte de forma precoz en
caso de notar reaparicién de los sintomas en cualquier momento.

 La duracién del seguimiento debe ser individualizada, pero a grandes rasgos
podemos aconsejar:

— Probablemente no es necesario prolongar mds de un afio en asintomdticos
respondedores que sean inmunocompetentes, inmunodeprimidos VIH
con més de 350 CD4 o inmunodeprimidos no VIH con perfil de bajo
riesgo (antiTNE metotrexate, retirada definitiva de inmunodepresién
tras el tratamiento)

— Probablemente debe ser indefinida en el resto de los casos: todos los
asintomdticos no respondedores, y los asintomdticos respondedores VIH
con menos de 350 CD4 o inmunodeprimidos no VIH con perfil de alto
riesgo (trasplantados, combinacién de varios inmunosupresores, esteroides
dosis altas, inmunodepresién indefinida).

Manejo de fracaso de LV crénica activa. Tratamientos de rescate

La estrategia mds empleada para manejar a estos pacientes es mantener al pa-
ciente con tratamiento supresor indefinido y tratar las esperables recaidas clinicas
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con esquemas de retratamiento o tratamientos de rescate, pero no existen evidencias
para ello mis alld de recomendacién de expertos. Ademis, las gufas actuales consi-
deran esta situacién como incurable, y el paciente candidato a tratamiento paliativo
(26,46), lo que demuestra que esta practica habitual es sin duda un punto clave a
mejorar. Esta situacién ocurre en pacientes con inmunodepresién avanzada incapaces
de montar una respuesta especifica frente a Leishmania que controle la infeccion.
Son imprescindibles estudios basicos que ayuden a mejorar la inmunidad de estos
pacientes, y ensayos con pautas de manejo alternativas a la actual.

Mientras tanto, el manejo de estos pacientes se basa en la individualizacién y el
sentido comun del clinico. Aporto algunas ideas y conceptos que pueden ayudar a
definir los esquemas de tratamiento supresor y retratamiento en este escenario, sin
ninguna evidencia mds alld de mi experiencia:

* No se conseguird desarrollar una respuesta celular especifica a Leishmania
mientras la PCR en sangre sea persistentemente positiva. Por ello, el primer
paso es intentar disefiar una pauta potente que negativice la misma.

 Sila PCR se mantiene positiva tras el tratamiento, el tratamiento supresor
no conseguird mds que, como mucho, prolongar el tiempo entre recaidas.
Probablemente es mejor opcién plantear retratamiento o tratamiento de
rescate, y reservar el tratamiento supresor para cuando se haya conseguido
una PCR negativa, con idea de mantener dicha PCR suprimida mientras se
intenta optimizar la inmunidad del huésped para ver si consigue desarrollar
su propia respuesta.

* En pacientes trasplantados, retirar el trasplante puede ser la inica posibilidad
de optimizar la inmunidad del huésped. En los pacientes VIH esto pasa por
controlar la carga viral con TARGA.

e Comparar qPCR cuantitativa leishmania antes y después de una pauta de
tratamiento es un dato indirecto de la eficacia del tratamiento que nos puede
ayudar a decidir qué firmacos emplear en los tratamientos de rescate:

— Si hay un descenso relevante, se puede reutilizar el mismo fdrmaco para
un tratamiento extendido y/o afadir segundo fdrmaco de primera linea
en tratamiento combinado hasta conseguir PCR negativa.

— Si no hay un descenso relevante, hay que plantearse:
© Hacer test de resistencias.

© Tratamiento de rescate combinado introduciendo uno o dos firmacos
nuevos, dependiendo del nivel de descenso.
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° Opciones de firmacos de segunda linea: pentamidina, paramomicina,
fluconazol.

* Probablemente sea mejor opcién usar pautas con tratamientos en combi-
nacién con dosis menores que eviten toxicidad, especialmente en el caso de
los antimoniales.

e DPara las pautas de tratamiento supresoras, se puede optar por firmacos orales
(por ejemplo miltefosina combinado con fluconazol) y reservar los antimo-
niales y L-AmB para los tratamientos de rescate.

* Se debe monitorizar al paciente con los biomarcadores parasitolégicos e in-
munolégicos cada 3-4 meses. Si en algiin momento se demuestra respuesta
inmunoldgica, es decir, «asintomdtico respondedor», se puede retirar cual-
quier tratamiento. Aunque esta situacién no asegura la curacién definitiva,
permite ahorrar firmacos y, al menos, toxicidad.

LV. Futuro. Mucho por hacer

Los biomarcadores han demostrado que pueden ser de gran utilidad para el se-
guimiento y toma de decisiones en algunos escenarios de LV. Es esencial determinar
cudl es el mejor biomarcador inmunolégico, que éste sea sencillo y prictico para
poder ser realizado en laboratorios de baja complejidad tecnolégica y para poder
estandarizar su uso en todos los territorios donde LV es endémica. Ademds, nuestra
experiencia en el manejo de estos biomarcadores se basa en casos aislados y debe
tomarse con precaucidn, es necesario consolidar su evidencia en ensayos clinicos o
al menos en series mds amplias.

No hay evidencia consistente sobre las pautas de eleccién actuales recomenda-
das ara el manejo de LV por L. infantum, ni del papel de las pautas combinadas,
que ya se han mostrado mejores para L. donovani. Es necesario promover redes de
colaboracién para recogida de informacién del manejo de estos pacientes en nuestro
entorno, e idealmente para el posterior desarrollo de ensayos clinicos multicéntricos
tanto en pacientes inmunocompetentes como VIH e inmunodeprimidos no VIH. Se
debe comparar la pauta de inmunodeprimido de L-AmB actualmente recomendada
(40 mg/kg dosis total) con los esquemas de inmunocompetente y con tratamientos
combinados con miltefosina. Se debe consolidar la evidencia de manejo de los «cu-
rados respondedores», que no precisarian tratamiento incluso en pacientes VIH. Se
debe investigar para conseguir la curacién de los pacientes con LV crénica activa,
considerados actualmente incurables. En definitiva, queda mucho por hacer en el
campo del tratamiento de la LV.
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EPIDEMIOLOGIA

La leishmaniasis cutdnea (LC) consiste en la lesién que caracteristicamente se
desarrolla en el lugar donde el flebotomo infectado inocula los promastigotes. La LC
ha recibido numerosos nombres, el mds conocido es el de botén de Oriente, pero
también otros como ulcera de Oriente, botén de Biskra, botén de Alepo, forinculo
de Jericé, forinculo de Delhi, salek («afio corto», en Irdn), al okht («la hermanita»,
en Arabia Saudi) o tlcera de chiclero en América Central y del Sur.

Segtin la Organizacién Mundial de la Salud, se estima que se producen al afio
de 600.000 a 1 millén de nuevos casos de LC, siendo considerada la forma de pre-
sentacién de leishmaniasis mds frecuente. E1 95% de los casos de LC se localizan en
América, la cuenca del Mediterrdneo, Oriente Medio y Asia Central (1,2). En el ano
2020 el 80% de los casos se concentraban en 7 paises : Afganistdn, Argelia, Brasil,
Colombia, Irak, Pakistdn y la Republica Siria (3). A pesar de los datos disponibles,
existe una importante infra notificacién de casos de LC. Esto probablemente se
deba, entre otros factores, al curso habitualmente benigno de la LC lo que supone
una menor solicitud de asistencia médica y que sea excepcional la necesidad de hos-
pitalizacidén, por lo que el registro de casos es mds complejo que en la leishmaniasis
visceral.

En el drea Europea de la OMS se ha estimado una incidencia anual de 10.000
a 17.000 casos de LC siendo los paises mds afectados Turquia, Israel, Tayikistdn,
Turkmenistdn y Uzbekistdn. Pero casos de LC autdctonos se han reportado también
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en otros paises incluyendo Albania, Armenia, Azerbaiydn, Bosnia y Herzegovina,
Bulgaria, Croacia, Chipre, Francia, Georgia, Grecia, Italia, Kazajstdn, Kirguistdn,
Malta, Ménaco, Montenegro, Portugal, Eslovenia, Espaia y la Republica Yugoslava
de Macedonia. En el sur de la Unién Europea y drea de los Balcanes la mayoria de
los casos de LC estdn causados por L.infantum, aunque se han descrito también
casos por L. tropica en Grecia. En Chipre se ha identificado también L.donovani
como causante de LC. En Turquia, los agentes causales son L. tropica en el sureste
de Anatolia, L. tropica o L. infantum en el Mediterrneo oriental y L. infantum en
la costa del Egeo. En Israel, histéricamente el principal agente de CL ha sido L.
major; aunque se han reportado casos por L. tropica en el centro y norte del pais (4).

Concretamente en Espana, entre 2019 y 2021, la Red nacional de Vigilancia
Epidemiolégica (RENAV) declaré 1.041 casos autéctonos de leishmaniasis. De los
932 casos con informacién disponible sobre su categoria clinica, 479 (51,4%) fueron
casos de leishmaniasis cutdnea o mucocutdnea siendo esta proporcién superior en
determinadas Comunidades Auténomas como Baleares (84,3%), Catalufa (69,0%),
Murcia (55,1%) y la Comunidad Valenciana (53,5%) (5). La leishmaniasis en Espana
estd causada por Leishmania infantum y transmitida Phlebotomus ariasi y P pernicio-
sus con una transmisioén zoondtica y siendo los perros el reservorio principal (1,2).

MANIFESTACIONES CLINICA

Leishmaniasis cutanea

La LC se manifiesta por la aparicién de una o mds lesiones generalmente ulce-
rosas no dolorosas en dreas descubiertas del cuerpo, especialmente la cara, el cuello,
los brazos y las piernas. Los signos y sintomas clinicos de LC pueden diferir segin el
agente causal y generalmente siguen un patrén similar dentro de un 4rea geografica
y se ven modificados también por la situacién inmunolégica del paciente (6).

Se ha descrito que la LC se presenta con mayor frecuencia en la infancia. Esto
podria deberse a una inmadurez del sistema inmunolégico, a una exposicién mds pro-
longada al vector o una mayor facilidad para penetrar la piel por parte del vector y por
tanto una mayor facilidad para la inoculacién del pardsito (7,8). Los datos publicados
en series espafolas sobre LC son heterogéneos con respecto a la incidencia en nifos.
Un estudio realizado en Granada encontré que el 56% de los pacientes eran menores
de 5 afios (9) pero en otro llevado a cabo en Madrid s6lo un 38% de pacientes eran
menores de 12 afios (10). Otros trabajos realizados en Toledo, Madrid (Fuenlabrada)
y Mallorca presentaron también bajos porcentajes de nifos entre los casos reportados
de LC siendo estos de un 38%, 30% y 23% respectivamente (7,8,11).
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En cuanto al género, en diferentes series publicadas en Espafna parece haber
una discreta predominancia de los casos de LC en mujeres. Un estudio que recoge
casos de LC en Madrid entre 1981 y 1989, reporta que el 54,8% de ellos se die-
ron en mujeres (10). Esta diferencia fue mucho mayor en un estudio realizado en
Toledo donde el 70% de los pacientes con LC eran mujeres (7). Del mismo modo
un estudio realizado en un Hospital de Mallorca entre 2013 y 2017 se encontré
que un 52% de los casos de LC se diagnosticaron en mujeres (11). Por el contrario,
esta predominancia de mujeres no se describi6 en el brote de Fuenlabrada donde
supusieron el 48% de los casos (8).

Las lesiones de la LC generalmente se inician con una pépula eritematosa asin-
tomdtica o poco pruriginosa en el lugar de la inoculacién que puede evolucionar tras
un periodo variable de una semana a meses a una lesién tipica de LC. La duracién
del periodo de incubacién depende de diversos factores como la especie de Leish-
mania, la cantidad de pardsito inoculado, de la respuesta inmune del huésped, y de
posibles exposiciones previas. Se han descrito que estos periodos son mds cortos en
visitantes a dreas endémicas que en aquellos que residen de forma permanente en
dichas zonas (12). En el caso de L. infantum se han reportado periodos de incuba-
cién de hasta 8-9 meses ().

La lesién tipica comienza inicialmente como una placa de color rojizo oscuro
que va infiltrando progresivamente y aumentando de tamafo. Posteriormente la su-
perficie va adquiriendo escamas que al cabo de uno o dos meses se convierte en una
lesién nodular sobre una placa infiltrada en profundidad. El centro puede presentar
un exudado seropurulento que acaba formando una costra firmemente adherida. En
este punto es cuando a la lesién se la denomina «Botdén de Oriente». Al desprenderse
la costra la lesién se presenta como una tlcera de bordes elevados y fondo irregular
cubierto por un exudado seropurulento (12). Generalmente las lesiones por L. in-
fantum suelen alcanzar un didmetro de 2 a 8 cm(6). En esta situacién la lesién puede
permanecer durante varias semanas e incluso meses. Posteriormente, la secrecién
cesa y comienza la regresién y reparacién de la lesién a partir del centro, hacia el
exterior, en un tiempo variable. Finalmente, la lesién concluye con la formacién de
una cicatriz lisa o rugosa, deprimida, hiper o hipocrémica (12) (Figura 1, 2y 3).
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Figura 1. Lesion incipiente.

Figura 2. Lesion tipica.
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Figura 3. Lesién curada cicatricial.

Hasta en un 10% de los casos de LC se han descrito sobreinfecciones bacterianas
de las lesiones especialmente de aquellas ulceradas, pudiendo asemejarse a lesiones
por impétigo y exacerbando los sintomas de la LC (6). En ocasiones la forma de
presentacién puede ser diversa y cursar como lesiones papulares, acneiformes, nodu-
lares, eczematiformes, en placas, hiperqueratdsicas, verrugosas o papilomatosas (12).

Habitualmente los pacientes suelen cursar con una lesién tnica, pero pueden
también presentar lesiones multiples. Se han descrito tres posibles fenémenos etio-
patogénicos en el desarrollo de lesiones mdltiples. En primer lugar, la inoculacién
por mdltiples picaduras repetidas de un mismo flebotomo; en segundo lugar, la
posible diseminacién del parasito a través de las células del sistema inmune debido
a una alta carga parasitaria; y, en tercer lugar, como consecuencia de una reaccién
alérgica por diseminacién de material antigénico sin evidencia de pardsitos vivos en
las lesiones. En distintas series de casos de LC en Espana se ha observado como la
mayoria de los pacientes cursan con una Gnica lesién cutdnea més que con lesiones
multiples (7,9,11,13). Sin embargo, en el brote de leishmaniasis declarado en Ma-
drid entre 2010 y 2012, los datos muestran un predominio de casos de pacientes
con lesiones multiples (8).

Existen otras formas de presentacién que no son caracteristicas de LC por
L. infantum pero que se mencionan brevemente por la posibilidad de casos aislados
autictonos y sobre todo por la posibilidad de casos de LC importada (4).

* Leishmaniasis cutdnea con linfangitis nodular: Esta forma de LC es poco
comdn en la regién europea. Los nédulos subcutineos suelen ser eritema-
tosos, indoloros y proximales a las lesiones cutdneas primarias. Cuando son
multiples, a menudo muestran una configuracién lineal.

e Jeishmaniasis cutdnea recidivante: También conocida como leishmaniasis
lupoide o tuberculoide, se asocia casi exclusivamente con la infeccién por
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L. tropica. Las lesiones caracteristicas son papulares y pueden aparecer meses
o afos después de la curacién de la LC. Se suelen localizar en o alrededor, de
la cicatriz de la LC previa. En ocasiones la leishmaniasis recidivante puede
persistir durante afos.

* Leishmaniasis cutdnea difusa: Esta forma de presentacién parece estar ligada
casi exclusivamente a la infeccién L. aethiopica en Etiopia y Kenia. Comienza
como una lesién nodular localizada que no se ulcera. La expansién de los
amastigotes por los macréfagos a través de la piel genera la aparicién de né-
dulos o placas cutdneas diseminadas que contienen abundante parasitemia.
Cuando aparecen en la cara o las orejas pueden causar una facies leonina que
hace necesario el diagnéstico diferencial con la lepra lepromatosa.

* Lesihmaniasis cutdnea post kala-azar: Parece ser casi exclusiva de la infec-
cién por L. donovani en la India y Africa del este, aunque se han descrito
casos en drea del Mediterrdneo por L. infantum (14) (Figura 4). Las lesiones
aparecen como secuelas tras aproximadamente un afo de haber presentado
un episodio de leishmaniasis visceral curado. Es mds frecuente en la India,
donde se presenta en el 20% de los pacientes con LV frente al 5% en Africa
del este. Las manifestaciones clinicas consisten en la aparicién de lesiones a
modo de méculas, pdpulas o nédulos, con escasa tendencia a la ulceracién
y especialmente en cara, tronco y extremidades. En la India se han descrito
también como lesiones maculares o placas hipopigmentadas asintomadticas.

Figura 4. Lesién PKDL por L. infantum.
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Leishmaniasis mucosa

La leishmaniasis mucosa (LM), también conocida como espundia, ocurre funda-
mentalmente en el Nuevo Mundo y es causada por el subgénero Viannia, especialmente
LV braziliensis, LV guyanensis y LV panamensis, pero también LL. amazonensis. Un
pequeno porcentaje de los pacientes con lesiones cutdneas desarrollan afectacién de
las membranas mucosas de la nariz, cavidad bucal, faringe o laringe meses o anos
después de que sus lesiones cutdneas se hayan resuelto (15). Sin embargo, la afec-
tacién mucosa ocurre también en otras ocasiones como resultado de la infeccién
por otras especies de Leishmania. Se han reportado casos de lesiones mucosas por
expansién por contigiiidad de lesiones cutdneas por L. tropica (16,17) y lesiones
mucosas aisladas causadas por L. donovani (18) y por L. infantum (19).

Son escasas las series de leishmaniasis mucosa por L. infantum publicadas. Los
datos disponibles ponen de manifiesto que los casos son mds frecuentes en pacientes
adultos varones, siendo casi la mitad de los pacientes inmunodeprimidos, mayo-
ritariamente por VIH. A pesar de que la leishmaniasis mucosa es poco frecuente,
llega a suponer el 11-13% de los casos recogidos en algunas series de leishmaniasis
tegumentarias por L. infantum (20,19,21).

La forma de presentacién de la leishmaniasis mucosa por L. infantum parece ser
muy similar a la que se ha descrito en especies del Latino América. La localizacién
mis frecuente de las lesiones mucosas es el drea naso-oro-faringea. Pueden presentarse
a modo de lesiones excrecentes orales; como tlceras en la cavidad oral, en tabique
nasal o cuerdas vocales; a modo de engrosamiento extenso de mucosa nasal o de los

aritenoides (Figura 5).

Figura 5. Leishmaniasis mucosa laringea por L.infantum.
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Caracteristicamente las lesiones suelen ser indoloras y los sintomas son con-
secuencia del impacto que la lesién puede tener en el drea anatémica afectada. De
este modo las diferentes manifestaciones clinicas incluyen congestién u obstruccién
nasal, sangrado de las mucosas o aumento de secreciones nasales. Cuando las lesiones
son mds avanzadas puede aparecer dolor, deformidad o inflamacién. La presencia
de erosién de las superficies mucosas es mds comun en la nariz, la boca o el tabique
nasal (p. ¢j., en forma de perforacién del cartilago). La presencia de ronquera y/o
una tos estridente pueden darse en los casos de afectacién laringea. En ocasiones el
hecho de que las lesiones sean indoloras y los sintomas muy poco especificos, junto
con una baja incidencia, hace que sea frecuente un retraso diagnéstico de la LM en

nuestro medio (18,19,22).

Leishmaniasis cutdnea y mucosa en pacientes inmunodeprimidos

El impacto de la inmunosupresién por la infeccién por VIH o derivada de
tratamientos inmunosupresores estd claramente descrito en pacientes con leish-
maniasis visceral (23,24). La experiencia publicada sobre su efecto sobre la LC y la
LM es mucho menor. Aun asi se ha descrito como la coinfeccién por VIH afecta
negativamente el curso de la LC a medida que avanza la inmunosupresién (25). Se
ha reportado una mayor frecuencia de presentaciones atipicas con un polimorfismo
clinico que en ocasiones dificulta el diagnéstico diferencial. Los pacientes coinfecta-
dos pueden también cursar con varias formas de presentacién diferentes al mismo
tiempo (por ejemplo papulo nodular, ulcerosa, difusa, queloide entre otras) (26).
La co-infeccién parece también causar lesiones mas graves, mds extensas, con peor
respuesta terapéutica y retraso en la curacién (25).

Variantes dermotrépicas de L. infantum, L. braziliensis, L. mexica'y L. amazo-
nensis han sido identificadas como causantes de leishmaniasis visceral en pacientes
coinfectados por VIH. Del mismo modo, se ha descrito que entre un 8 a un 12% de
pacientes coinfectados VIH/LV han presentado afectaciéon cutdnea aislindose especies
viscerotropicas de leishmania como L. infantum o L. chagasi en las lesiones cutineas
e incluso en piel aparentemente sana (27). En el contexto de inmunosupresién por
VIH se han descrito cuadros de PKDL en pacientes con LV por L. infantum (28,29).
Menor evidencia existe sobre la LM y el VIH, pero parecen cursar con sintomas
mds severos y peor respuesta al tratamiento que en pacientes no coinfectados (25).

Actualmente es cada vez mds frecuente el uso de firmacos biolégicos para el
manejo de enfermedades inflamatorias lo que estd suponiendo un incremento en
el nimero de casos de leishmaniasis asociado a la inmunosupresién que estos tra-
tamientos producen (4). Los firmacos mds directamente implicados han sido los
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inhibidores del factor de necrosis tumoral o (anti-TNF- a). De entre ellos, el riesgo
de leishmaniasis parece ser mayor con adalimumab e infliximab que con etanercept
y certolizumab (30).

Clinicamente los pacientes con LC y LM en tratamiento con farmacos anti-TINF-
Ol parecen presentar con mayor frecuencia lesiones a modo de placas con ulceracién y
de mayor tamano (31). No se ha descrito hasta la fecha que los pacientes recibiendo
anti TNF-a y LC /LM presenten un mayor riesgo progresion hacia LV (31,32). Desde
el punto de vista diagnéstico, los pacientes con anti TNF-o presentan con mayor
frecuencia una hiperplasia pseudocarcinomatosa en los estudios histolégico (31).

No hay un consenso en cuanto al manejo terapéutico de la LC y LM por L.
infatum en pacientes en tratamiento con anti TNF-a. Por regla general, todos los
casos de LM en las series publicada han sido tratados con tratamiento sistémico,
con anfotericina B liposomal como primera opcién terapéutica. Sin embargo, hay
mids disparidad en el tratamiento de aquellos casos de LC, siendo frecuente el uso de
tratamientos locales como los antimoniales intra lesionales. Sin embargo, estudios
comparativos de casos de LC en pacientes con y sin tratamiento inmunosupresor
se describen una mayor tendencia hacia la el tratamiento sistémico en los aquellos

con anti- NF-a (31).

En cuanto al manejo de los inmunosupresores, la experiencia es heterogénea
describiéndose series con una evolucién similar de las lesiones cutdneas en aquellos
en los que se suspende la medicacién anti-TNF-al y en los que no. Mientras, otros
trabajos reportan fracasos terapéuticos en aquellos pacientes en los que se mantiene
el tratamiento inmunosupresor (33,34). De forma general, la recomendacién de los
expertos es la suspensién del tratamiento con anti TNF-a siempre que sea posible y
hasta la resolucién de las lesiones cutdneas o mucosas. Cuando esto no sea factible,
se sugiere la posibilidad de cambiar el tratamiento y administrar aquellos fdrmacos
en los que se ha visto que el riesgo parece ser menor como son el etanercept y cer-

tolizumab (30).

DIAGNOSTICO

Para hacer un diagndstico correcto de la LC y LM hay que tener en cuenta varios
criterios. Por un lado, los criterios epidemiolégicos, por otro lado, la presencia de
clinica compatible y, finalmente, un diagndstico parasitoldgico.

Desde un punto de vista clinico, debe sospecharse una LC ante la presencia
de una o mds lesiones cutdneas crénicas y antecedentes de exposicién en un drea
endémica de leishmaniasis (35). El diagnéstico definitivo de basa en la deteccién
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parasitoldgica. Esta puede ser o bien mediante la visualizacién de amastigotes en
un estudio histolégico o de promastigotes en el cultivo o mediante la deteccién de
ADN de Leishmania por técnicas de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). El
escenario ideal es poder combinar las tres técnicas y asi maximizar el rendimiento
diagnéstico. Si no se pueden realizar todas las pruebas, la histologia y la PCR pueden
proporcionar informacién suficiente. Por otro lado, siempre que sea posible, es im-
portante determinar la especie de Leishmania implicada pues ayudard a determinar
el tratamiento a seguir (30).

En la histérica clinica se debe incluir informacién relevante como la zona de
residencia habitual, la convivencia con perros o gatos en el domicilio y la realizacién
de viajes previos. Es especialmente importante recoger si el paciente presenta alguna
clase de inmunosupresién, bien por otras comorbilidades o secundaria a tratamien-
tos farmacoldgicos. En cuanto a los sintomas, es importante reflejar la duracién de
las lesiones, si son dolorosas y su evolucién (si han mejorado o empeorado con el
tiempo).

En la exploracién fisica se debe palpar suavemente la lesién en busca de sen-
sibilidad e induracién y deben palparse también los ganglios linfdticos a los que
drena regionalmente. Es importante explorar la piel préxima a la lesién y buscar
posibles nédulos subcutdneos a lo largo de las cadenas linfdticas. Suele ser Gtil medir
el didmetro de la lesién pues puede condicionar la opcién terapéutica y es de ayuda
en el seguimiento. Ante la presencia de sintomas ORL o ante el diagnéstico de una
LC del Nuevo Mundo, serd conveniente realizar un examen otorrinolaringolégico
endoscépico para descartar una afectacién mucosa.

Si estd disponible, el uso de un dermatoscopio puede ser de utilidad para dis-
tinguir LC de otras lesiones clinicamente similares. Dos estudios realizados en la
costa del Mediterrdneo, uno en Espafia y el otro en Turquia, evaluaron mediante
dermatoscopio lesiones de LC diagnosticadas histopatolégicamente. En dicha eva-
luacién, ademds del eritema y las estructuras vasculares observadas en practicamente
todas las lesiones, en ambos estudios se observaron estructuras blanco-amarillentas
similares a ldgrimas correspondientes a acimulos de queratina en el 40% al 53%
de las lesiones, y un patrén en estallido de estrellas blancas correspondientes a una
hiperqueratosis en un 19% a un 39% de las lesiones (37,38).

Las muestras sobre las que realizar las pruebas diagnésticas debe obtenerse de
aquellas lesiones que parezcan activas y ulcerosas y sin signos de infeccién secun-
daria (36). La distribucién de los pardsitos en la lesién es heterogénea. Por norma
general se recomienda obtener la muestra de los bordes sobreelevados de la tlcera,
especialmente de su margen externo. Las muestras se pueden obtener por medio de
una biopsia, por raspado de la lesién o, cuando por la localizacién de la lesién no
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conviene realizar biopsia, se pueden obtener muestras por medio de un aspirado
en suero salino.

Las técnicas para la deteccién parasitolégica varfan en funcién de la muestra
obtenida. Cuando se realiza un raspado se realiza un examen microscépico mediante
la fijacién y tincién de Giemsa de la muestra, lo que permite observar los amasti-
gotes. Ante una muestra obtenida por biopsia es posible realizar diferentes técnicas.
La mayor rentabilidad se obtiene realizando una PCR de Leishmania sp que ademds
permita, mediante secuenciacién, identificar de la especie de Leishmania implicada.
Si se obtiene muestra suficiente, podria realizarse también cultivo de Leishmania
identificando los promastigotes.

Sobre las muestras de las biopsias pueden realizarse otras técnicas como el cul-
tivo de micobacterias, cultivo de aerobiosis (en el que es frecuente encontrar sobre
infeccién de LC por Staphylococcus aureus) y cultivo de hongos que serdn de ayuda
en el diagnéstico diferencial de las lesiones. En algunas ocasiones, cuando la sospecha
inicial no es de LC, la biopsia puede ser remitida exclusivamente a anatomia pato-
l6gica donde el estudio histolégico pude revelar también la presencia de pardsitos
de Leishmania. En estos casos es conveniente el envio de eluido o de las propias
muestras parafinadas a microbiologia para confirmar el diagnéstico.

La realizacién de una serologia frente a Leishmania no estd indicada en el diag-
néstico de la LC. Su sensibilidad y especificidad son variables y los niveles de anti-

cuerpos generalmente son bajos. La sensibilidad de la serologia puede ser mayor en
el contexto de LM (39).

La LC y LM pueden presentar manifestaciones clinicas diversas y ser similares
a una amplia variedad de otros procesos cutdneos por lo que se requiere un arduo
diagnéstico diferencial. Esto incluye descartar otras patologias infecciosas, tumorales
u otros procesos como el pioderma gangrenoso (Tabla 1, 2) (40).
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Tabla 1. Diagnéstico diferencial de leishmaniasis cutanea.

Infecciones Ectima
Impétigo
Forunculosis
Antrax
Nocardiasis
Esporotricocosis
Blastomicosis
Paracoccidiomicosis
Tuberculosis cutinea
Micobacterias no tuberculosas (M. matinum, M. fortuitum)
Lupus vulgar
Ulcera de Buruli
Goma sifilitico
Pian
Prototecosis
Condiloma acuminado
Lepra tuberculoide
Miasis

Tungiasis

Neoplasias Carcinoma basocelular
Carcinoma de células escamosas
Carcinoma de células de Merkel
Sarcoma de Kaposi
Linfoma

Otras Pioderma gangrenoso
Queratoacantoma
Picaduras de artrépodos
Sarcoidosis

Tabla 2. Diagnéstico diferencial de leishmaniasis mucosa.

Rinoecleroma

Sifilis

Pian

Carcinoma oral de células escamosas
Sarcoidosis

TRATAMIENTO

Leishmaniasis cutanea

Actualmente no existe un tinico régimen terapéutico que sea eficaz para todas
las distintas formas de LC de las diferentes dreas geograficas. El tratamiento debe
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realizarse teniendo en cuenta las caracteristicas de las lesiones (tamafo, ndmero y
localizacién), la patologia de base del paciente, condiciones especificas como son
el embarazo o la edad pedidtrica, la toxicidad e interacciones de los firmacos y la
especie de Leishmania implicada.

La OMS, en sus recomendaciones para el manejo de la LC adquirida en el Area
Europea de la OMS clasifica la LC en tres estadios (leve, moderado y severo) en base
a los cuales poder decidir el tratamiento mds adecuado (4). Las recomendaciones
para el tratamiento de la LC por L. infatum adquirida en Espafa puede realizarse

conforme a la guia de la OMS (4).

Enfermedad leve

Se consideran como leves aquellos casos en los que el paciente presenta menos
de 4 lesiones, de menos de 4 cm y en las que se dan las siguientes caracteristicas:

* Infection por L. infatum.

* Datos de inicio de curacién de la lesién.

* Lesiones no potencialmente desfigurantes (ej no localizadas en la cara).

* No presencia de condiciones inmunosupresoras o de otras co-morbilidades
significativas.

* Dosibilidad de seguimiento clinico estrecho.

Tratamiento indicado en los casos de enfermedad leve: Los pacientes pueden
ser tratados s6lo con cuidados locales de las lesiones con vendajes y limpieza local y
el uso de pomada antiséptica para evitar la sobreinfeccién bacteriana.

Enfermedad moderada

Se consideran como moderados aquellos casos con menos de 4 lesiones de
menos de 4 cm y en las que se dan las siguientes condiciones:

e Infeccién por L. infantum.

* Lesién no en fase de resolucién.

* Lesiones potencialmente desfigurantes (¢j en la cara).

* No localizadas en o préximas a articulaciones de pequefio tamano o perio-
rificiales.

Tratamiento indicado en los casos de enfermedad moderada: Estd recomendada
la terapia local con las siguientes posibles pautas:
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a. Combinacién de crioterapia y antimoniales intralesionales una vez a la se-

mana de una a diez sesiones. Si no estd disponible la crioterapia se podrian
administrar los antimoniales solos.

b. Pomada de paromomicina dos veces al dia durante 20 dias si estd disponible.

c. Termoterapia aplicando en una o mds sesione calor de hasta 50 °C durante

30 segundos, en funcién del tamafio de la lesién.

Enfermedad severa

Se considera como enfermedad severa cuando se dan algunas de las siguientes
condiciones:

Las lesiones son de mds de 4 cm.

Cuando el paciente presenta mds de 4 lesiones.

Las lesiones son periorificiales o estdn préximas a pequenas articulaciones.
Presencia de diseminacién linfdtica significativa.

Presencia de condiciones inmunosupresoras.

Fracaso previo de tratamiento local.

No hay contraindicaciones para el tratamiento sistémico.

Tratamiento indicado en la enfermedad severa: En estos casos estd indicado el
tratamiento sistémico y siendo muy importante valorar la toxicidad e interacciones
de a la hora de decidir el régimen terapéutico. Las distintas pautas recomendadas son:

a. Antimoniales pentavalentes: 20 mg Sb5+/kg im o iv durante 10-20 dfas.

b. Miltefosina: Oral 50 mg tres veces al dia durante 28 dias (es necesario la

prescripcién anticoncepcién en las mujeres durante el tratamiento y durante
al menos tres meses después.

c. Anfotericina B liposomal 3 mg/Kg/dia iv los dias 1-5 y al dia 10. Dosis total

18 mg/kg.

Para determinados grupos especiales las recomendaciones terapéuticas son algo
mds restringidas. En el caso de los nifos, el tratamiento local con antimoniales
intra lesionales y la crioterapia pueden pautarse sin contraindicaciones, de hecho,
suele ser el tratamiento local mds habitual. La termoterapia, por el contrario, no
debe administrase en menores de 5 anos. En cuanto al tratamiento sistémico, no
hay restricciones para el uso de anfotericina B liposomal ni para los antimoniales.
Sin embargo, la miltefosina no debe administrase en menores de 18 meses. En las
embarazadas, como terapia local es posible emplear la crioterapia, pero no asi los
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antimoniales intra lesionales. Si es necesario tratamiento sistémico, solamente deberia
emplearse la anfotericina B liposomal. Durante la lactancia materna, la crioterapia
es la mejor alternativa de tratamiento local, aunque los antimoniales pentavalente
intra lesionales o sistémicos parecen ser también seguros dada su baja excrecién en
la leche materna (4).

Leishmaniasis mucosa

No hay ensayos clinicos que puedan dar evidencia al manejo terapéutico de la
LM por L. infatum. De este modo las recomendaciones se basan en los tratamientos
habitualmente pautados en la leishmaniasis mucosa del Nuevo Mundo. En todos
los casos el tratamiento de eleccidn es sistémico y las opciones terapeuticas son:

(19,41,42).
a. Anfotericina B liposomal: A dosis de 21 a 40 mg/Kg dosis total iv.
b. Miltefosina: Oral 50 mg tres veces al dia durante 28 dfas.

c. Antimoniales pentavalentes: 20 mg Sb5+/kg im o iv durante 20 dias.

SEGUIMIENTO

Son varias las guias y comités de expertos que recomiendan realizar un segui-
miento durante 12 de aquellos pacientes con LC/LM que han sido tratados mediante
una reevaluacion al mes, a los tres meses, a los seis meses y a los doce meses tras
finalizar el tratamiento (36,41,42).

Se ha definido como curacién la evidencia de aplanamiento de las lesiones y
re-epitelizacién completa de las tlceras a los tres meses de inicio de tratamiento.
Por su parte se considera fracaso terapéutico cuando no hay evidencia de mejoria
clinica (no evidencia de cambios o empeoramiento de la lesién) al mes de inicio del
tratamiento o la no evidencia de curacién a los tres meses de inicio de tratamiento.
El término recidiva, por su parte, hace referencia a la reaparicién de ulceracién des-
pués de una curacién completa previa o un incremento en la induracién en el drea
de una lesién nodular previa (42,43).

Es importante mencionar que durante las primeras 2 a 3 semanas desde el
comienzo del tratamiento se puede producir un incremento paradéjico de la lesién
como consecuencia de la reaccién inflamatoria local que puede ser dificil de diferencia
de un fracaso terapéutico. (36). Hay que tener presente que la re-epitelizacién y la
curacién pueden persistir tras haber acabado el tratamiento, especialmente cuando
las lesiones son de gran tamafo. Por su parte, el primer signo de curacién consiste
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en el aplanamiento de la lesién y entre la semana 4 y 6 después del tratamiento, el
tamafo de la lesién deberfa haber disminuido > 50% su tamafo.

Ante una sospecha de recidiva, no es necesaria la confirmacién parasitoldgica,
excepto en ciertos casos complejos, en los que la identificacién del pardsito puede
ser necesaria. Esta debe hacerse mediante microscopia o cultivo en vez de por PCR
debido a que esta puede perdurar positiva incluso afios después de la curacién (44).
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CAPITULO 4
Diagnostico de laboratorio de la leishmaniasis

Carmen Chicharro'?, Emilia Garcia', Ana Pefia', Sheila Ortega', Silvia
Miguelafez', Maria Flores'?, Javier Nieto'?

' Unidad de Leishmaniasis y Enfermedad de Chagas.
Centro Nacional de Microbiologia, Instituto de Salud Carlos III.
Centro Colaborador de la OMS para Leishmaniasis.

2 CIBER de Enfermedades Infecciosas (CIBERINFEC), Instituto de Salud
Carlos III.

3 Fundacién Mundo Sano.

INTRODUCCION

La disponibilidad de métodos de diagndstico efectivos es crucial para la iden-
tificacidon de una enfermedad, eleccién del tratamiento adecuado, la determinacién
de las resistencias a firmacos y la implementacién de medidas de salud publica para
su prevencién y control.

En el caso de las leishmaniasis, especialmente en la leishmaniasis visceral (LV)
es fundamental el diagnéstico precoz, ya que esta enfermedad puede ser mortal si
no es diagnosticada a tiempo y es tratada de manera adecuada.

El diagnéstico clinico de la leishmaniasis, por si solo, carece de especificidad
y se considera insuficiente siendo necesario realizar el diagnéstico diferencial con
diversas patologias (1). En el caso de la leishmaniasis cutdnea (LC), las lesiones que
aparecen pueden ser diferentes y evolucionar de distinta manera dependiendo de la
especie de Leishmania responsable de la infeccion. En estos casos, y dependiendo
del 4rea geogrifica, es necesario descartar enfermedades como el cincer de piel, la
blastomicosis, el impétigo, el pian, la lepra, lupus, picaduras infectadas, y esporo-
tricosis, entre otras afecciones cutdneas.

En el caso dela LV, la fiebre, la hepatoesplenomegalia y la pancitopenia forman
la triada sintomdtica caracteristica, pero es necesario descartar otras patologias como
malaria, mononucleosis infecciosas, leucemias, linfoma, y esquistosomiasis.
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DIAGNOSTICO DE LABORATORIO

De manera general, un caso de leishmaniasis se confirma cuando se demuestra
la presencia del parésito, es importante acompanarlo con una buena historia clinica
y suficientes datos epidemiolégicos.

Idealmente, una prueba de diagnéstico deberia reunir las siguientes caracteristicas:
1. econdmicamente asequible;

2. altamente sensible (es decir, presentar pocos resultados falso-negativos) ya
que, en el caso de la LV, el desenlace puede ser fatal;

3. altamente especifico (pocos resultados falso-positivos) debido a que los far-
macos utilizados para el tratamiento son téxicos y muy caros;

4. simple y requerir un entrenamiento minimo;

5. rdpido (para permitir el tratamiento en la primera visita) y robusto (que no
requiera refrigeracién);

6. no deben necesitar equipos para su realizacién

Desafortunadamente, para el diagnéstico de la leishmaniasis no hay ninguna
herramienta que redna todas estas caracteristicas. En este sentido, en este capitulo
describimos una revisién sobre la evolucién del diagnéstico de laboratorio de la
leishmaniasis y su aplicacién en el «Estudio integral del brote comunitario de lei-
shmaniasis en la Comunidad de Madrid».

Inmunodiagnéstico

Las técnicas inmunolégicas empleadas en el diagnéstico de la leishmaniasis per-
miten valorar tanto la respuesta inmunitaria celular como la humoral (produccién
de anticuerpos).

Técnicas de Inmunidad celular

La respuesta inmunitaria celular especifica frente a Leishmania es un indicador
crucial de una respuesta protectora Th1. Las principales pruebas de estudio de la
inmunidad celular se pueden dividir en métodos iz vive (el test de Montenegro o
prueba de la leishmanina) y métodos ex vivo (estudio de linfoproliferacién in vitro).
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El test de Montenegro o leishmanina

Valora la respuesta de hipersensibilidad retardada. Este ensayo se basa en la ino-
culacién intradérmica de una solucién salina-fenolada de promastigotes (leishmanina)
y la posterior evaluacién de la reaccién dérmica desencadenada (la formacién de un
nédulo o induracién de didmetro mayor o igual a 5 mm se considera un resultado
positivo). En general, el resultado de esta prueba es positivo en casos de LC activas y
en personas que han estado en contacto con el pardsito y han superado la infeccién,
pero es negativo durante un episodio activo de LV (2,3).

A pesar de su utilidad, actualmente esta técnica estd en desuso debido a que la
leishmanina no se produce de forma regulada en ningin laboratorio.

Estudio de linfoproliferacién

Esta técnica permite evaluar la respuesta celular iz vitro. Consiste en el cultivo
de linfocitos de sangre periférica, en presencia de antigenos especificos del pardsito
para valorar la respuesta linfoproliferativa. Los individuos resistentes y sin signos
clinicos presentan una respuesta proliferativa fuerte frente a los antigenos de Leish-
mania, mientras que los individuos susceptibles presentan un resultado negativo.
De momento esta técnica estd poco estandarizada y sélo es aplicable en algunos
laboratorios de referencia.

Técnicas serolégicas

Las técnicas seroldgicas son de escaso valor en el diagndstico de la LV en pa-
cientes inmunodeprimidos (4), LMC y LC, ya que en estos casos no se produce
una elevacién en el titulo de anticuerpos (5), sin embargo, son muy dtiles en el
diagnéstico de la LV en individuos inmunocompetentes.

A pesar de su utilidad, presentan algunas limitaciones:

* los titulos de anticuerpos permanecen detectables durante varios afios después
de la curacién, por lo no permiten el diagnéstico de las recaidas;

¢ detectan infecciones asintomadticas;

* existen reacciones cruzadas frente a otros patégenos como Trypanosoma cruzi,

Ebrlichia, Anaplasma, Rickettsiii, Toxoplasma y Babesia;
* en casos de inmunodepresién, la sensibilidad es baja.

Las principales técnicas seroldgicas empleadas en el diagnéstico de la leishma-
niasis son la Inmunofluorescencia indirecta (IFI), el Enzimoinmunoensayo (ELISA)
y sus diferentes variantes (ELISA competitivo, Dot-ELISA, FAST-ELISA) y el Test
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de aglutinacién directa (DAT). La IFI estd considerada como la técnica de referencia
para el diagnéstico serolégico de la LV debido a que presenta una alta sensibilidad

(80-100%) y especificidad (90-100%) (6).

Figura 1. IFL.

a) Resultado negativo b) Resultado positivo

En el caso de emplear una técnica de ELISA, la sensibilidad y especificidad
dependerdn del tipo de antigeno seleccionado para enfrentarlo al suero problema
(extractos totales o solubles del pardsito, proteinas purificadas o proteina recombi-
nantes).

En los dltimos afios, se han desarrollado también diversas pruebas riapidas inmu-
nocromatograficos (ICT) o dipsticks que nos informan sobre la presencia/ausencia
de anticuerpos (son técnicas cualitativas). El antigeno recombinante rK39 es uno de
los més empleados en este tipo de diagndstico, ya que tiene una alta especificidad,
aunque su sensibilidad varfa dependiendo de la zona donde se realice el estudio (7).
Estos kits son rdpidos y féciles de usar, lo que permite una actuacién inmediata del
sanitario, siendo muy utiles en estudios de campo.

Técnicas de deteccién de antigeno

Existen varias pruebas comerciales que permiten la deteccién de antigenos
de Leishmania. Una de estas pruebas se trata de un test de aglutinacién basado en
particulas de ldtex (KAtex) para la deteccién de antigeno de Leishmania en orina
en casos de LV, que si bien present6 una gran especificidad también mostré una
sensibilidad muy variable, por lo que ha caido en desuso (8).

En el caso de la LC, se ha desarrollado una prueba ripida basada en la detec-
cién de la peroxidoxina del amastigote, si bien su precisién diagndstica varia en los
diferentes estudios realizados (9).
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Diagnéstico parasitolégico

Como hemos indicado anteriormente, la presencia del pardsito Leishmania en
la muestra clinica de un paciente con sospecha clinica, confirma la infeccién. Para
ello se cuenta con:

Observacién microscépica

Consiste en la observacién directa de amastigotes de Leishmania en extensiones
de la muestra clinica, principalmente nédulo linfitico, médula 6sea, sangre, aspira-
dos o biopsias cutdneas, tefiidas mediante métodos metacromdticos convencionales
(Giemsa, May-Grunwald, Diff-Quick (Figura 2). Su especificidad es elevada pero
su sensibilidad depende de la muestra clinica, la calidad del frotis, el nimero de
campos visuales examinados, la carga parasitaria y la experiencia del observador.

Figura 2. Extension de médula ésea tefida con Giemsa.

En condiciones 6ptimas y contando con personal cualificado, en el caso de la
LC la sensibilidad es del 80%), disminuyendo mucho tanto en los casos con mds de
6 meses de evolucién, como en los casos de leishmaniasis mucocutdnea (LMC). En
el diagnéstico de LV, la sensibilidad puede llegar al 90% (1) si se analizan aspirados
esplénicos o de médula 6sea, pero esta sensibilidad es menor cuando se trata de
muestras menos invasivas como la sangre periférica.

Cultivo en medio especifico

Aunque existen medios de cultivo comercialmente disponibles como el Schnei-
der’s Drosophila o RPMI, no son muy efectivos para el aislamiento del parésito. El
medio de cultivo mds idéneo es el NNN (de agar-sangre de conejo y antibidticos).
La muestra clinica (sangre, aspirado o biopsia del érgano homogeneizada) se inocula
en este medio de cultivo y se mantiene a una temperatura de 27°C. En estas con-
diciones los amastigotes se transforman en promastigotes que pueden visualizarse
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al microscopio a partir de la primera semana de cultivo, aunque pueden requerirse
resiembras semanales. Si después de 4 semanas consecutivas no se observan promas-
tigotes al microscopio, el cultivo se considera negativo (Figura 3).

Figura 3. A) Tubos de NNN para aislamiento de Leishmania. B) Inoculando una muestra
en una campana de flujo laminar. C) Promastigotes en roseta de Leishmania en cultivo.
D) Promastigotes teiiidos con Giemsa.

A) _ D)

El cultivo es mds sensible que la observacién microscépica directa y a pesar de
que posee una especificidad del 100%, no se emplea de manera rutinaria debido a
que es muy laborioso, requiere mayor tiempo para obtener resultados (hasta cuatro
semanas si el resultado es negativo) y presenta riesgo de contaminacién (ver Tabla 1).
Principalmente se utiliza en investigacién y estudios epidemiolégicos que requieren
el aislamiento del pardsito para su posterior caracterizacién por otras técnicas.

Xenodiagnéstico

Esta técnica se basa en detectar y aislar el parasito a partir de fleb6tomos ali-
mentados sobre el hospedador objeto de diagnéstico. Se utiliza fundamentalmente
de forma experimental. El paciente se expone a la picadura de hembras de flebs-
tomo durante una hora, con el fin de demostrar la presencia de promastigotes en
el tubo digestivo de los flebétomos pasados 4-5 dias. A pesar de la especificidad y
sensibilidad indiscutible de este método, Gnicamente es aplicable en laboratorios
altamente especializados que dispongan de un insectario con colonias de fleb6tomos
bien establecidas. Ver capitulo especifico.

Diagnéstico molecular
El diagnéstico molecular consiste en aplicar técnicas de biologia molecular para
detectar la presencia del material genético del agente infeccioso, ya sea ADN o ARN.

En el caso de las leishmaniasis, el primer paso para llevar a cabo el diagnéstico
molecular es la extraccién del ADN a partir de la muestra clinica. Este paso es critico
y se debe evitar cualquier tipo de contaminacién que pueda alterar el resultado final,
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por lo que deben usarse controles para asegurar la validez del ensayo. Actualmente, la
principal técnica de diagndstico molecular es la PCR en cualquiera de sus variantes.

Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)

La técnica de PCR consiste en la amplificacién in vitro de una region especifica

del ADN de Leishmania.

Usando los primers adecuados se puede llegar a una especificidad del 100%,
y como una molécula de ADN puede dar lugar a 10° nuevas moléculas, su sensi-
bilidad es muy alta. Como ventajas anadidas a su alta sensibilidad y especificidad
estd su rapidez (6 horas vs 4 semanas que requiere el cultivo) y que puede aplicarse
tanto a cualquier tipo de muestras clinicas (fuidos, biopsias, aspirados, etc.) como
a muestras de vectores o reservorios, siendo por tanto también muy util en trabajos
de epidemiologia.

Existen diferentes secuencias diana utilizadas en el diagnéstico de la leishmaniasis
(10), entre las mds frecuentes se encuentra el espaciador transcrito interno-1 (ITS1),
los minicirculos del kinetoplasto (kDNA), o el ADN que codifica el miniexdn.
Sin embargo, la regién mds utilizada es el gen que codifica la subunidad pequefia
ribosomal (SSUrRNA) presente en todas las especies de Leishmania en un nimero
entre 100-200 copias, lo que asegura una buena sensibilidad.

Entre las variantes de la PCR mds empleadas en el diagnéstico de la leishmania-

sis estdn la PCR anidada o nested PCR (LnPCR) y la PCR en tiempo real (qQPCR).

Nested PCR o PCR anidada

Esta metodologia consiste en dos reacciones de PCR sucesivas, estando la segunda
reaccién destinada a amplificar el producto obtenido en la primera, incrementando
la sensibilidad y la especificidad de la técnica. Uno de los protocolos mds usados es
la nested-PCR que amplifica la regién SSUrRNA (LnPCR). Esta PCR es capaz de
detectar 0.01 pardsitos, con una especificidad del 100% (11,12).

Con la LnPCR, se mejoré la sensibilidad en el diagnéstico de LC y LMC,
aproximdndose al 100%. En el caso de la LV, la sensibilidad usando sangre periférica
se situé entre el 70 y 100% (11,12,13), por lo que esta técnica ha podido aplicarse
con mucho éxito en muestras de sangre (muestra poco invasiva) y s6lo en los casos
en los que la carga parasitaria es muy baja es necesario recurrir al estudio de una
muestra de médula ésea para confirmar la infeccién.
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PCR a tiempo real (qPCR)

Se caracteriza porque los procesos de amplificacién y deteccidon del producto
amplificado se producen de manera simultdnea, ahorrando tiempo. Esto se consi-
gue afiadiendo a la mezcla de reaccién una molécula que producird fluorescencia a
medida que se amplifique el producto esperado. Este agente fluorescente puede ser
inespecifico (un agente intercalante) o especifico (sondas de secuencias especificas
marcadas con fluorocromos). En condiciones de eficiencia adecuada, la cantidad
de fluorescencia emitida es proporcional a la cantidad de ADN inicial presente en
la muestra, por lo que se puede cuantificar la carga parasitaria, informacién muy
ttil en los controles postratamiento. Recientemente se han publicado estudios que
demuestran que la gPCR puede tener la misma sensibilidad que la LnPCR a pesar
de contar con sélo una reaccién de PCR (14). Estos resultados junto a que no hay
necesidad de llevar a cabo una electroforesis para ver los productos amplificados,
hace que esta técnica esté desplazando paulatinamente a las técnicas convencionales

de PCR.

Amplificacién isotérmica

Con el fin de reducir las necesidades de infraestructura, en los tltimos afos
también se han desarrollado métodos de amplificacién a temperatura constante.
Estas técnicas son el LAMP (Loop Mediated AmPlification), que amplifica el ADN
del parésito, el NASBA (Nucleic Acid Sequence Based Amplification), que amplifica
el ARN y el RPA (Recombinase Polymerase Amplification) que amplifica tanto ADN
como ARN. Hasta la fecha, LAMP es la técnica mds empleada. El prototipo Loo-
pamp™ Leishmania Detection Kit (Eiken Chemical Co.) es el kit mds empleado,
usdndose en estudios con muestras clinicas de Colombia, Etiopia y Espana. Los
resultados obtenidos se correlacionan adecuadamente con los mediante LnPCR o

gqPCR (15), detectdndose hasta 0.01 parésito (Figura 4).

Figura 4. Limite de deteccion de LAMP para el diagnéstico de Leishmania.
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DIAGNOSTICO DE LABORATORIO DE LA LEISHMANIASIS EN ESPANA

La Unidad de Leishmaniasis y Enfermedad de Chagas (CNM-ISCIII) como
Centro Colaborador de la OMS en Leishmaniasis, ofrece apoyo a los diferentes
hospitales para confirmar la sospecha clinica de leishmaniasis. Las pruebas de diag-
néstico empleadas en la rutina del laboratorio se basan en una PCR anidada que
amplifica la regién SSUrRNA (Ln-PCR), cultivos y pruebas serolégicas (16). En la

Tabla 1, se resumen las caracteristicas de estas técnicas.

Segin diferentes estudios realizados la LnPCR, fue la técnica que presenté
mayor sensibilidad y especificidad por este motivo es la herramienta que se usa de
manera habitual para llevar a cabo el diagnéstico en muestras clinicas de pacientes
con sospecha de leishmaniasis, tanto cutdnea como visceral. El cultivo en medio
NNN, se lleva a cabo no sélo con fines diagnésticos (su sensibilidad es mucho menor
que la de la LnPCR), sino también con la finalidad de aislar las cepas del parisito,
criopreservarlas y tenerlas a disposicién para estudios futuros de identificacién de
resistencias, caracterizacién molecular, genética de poblaciones, etc.

El diagnéstico serolégico se lleva a cabo mediante IFI y el test inmunocroma-
togréfico (rK39 ICT), si bien los resultados obtenidos con estas técnicas no se han
recogido en el presente capitulo.

Tabla 1. Principales técnicas utilizadas para el diagnéstico
de la leishmaniasis humana en Espaiia.

Test Tiempo de Muestra Sensibilidad Ref.
ejecucion
Observacién 1 hora Médula dsea 67-73% 8,17,18
microscépica Biopsias 36-65% 19,20
Cultivo hasta 4 semanas Médula ésea 36-66% 13,17,18
Sangre periférica 61-92% 13
PCR 6 horas Médula bsea 100% 8,11
Sangre periférica 79-100% 8,11,13
Biopsias 92.5% 20
IFI 4 horas Suero/Plasma 63-84% 7,6
rK39ICT 20 minutes Suero/Plasma 67-83% 7

Desde el ano 2009, afio en el que se declara el inicio del brote de leishmaniasis
de la CM, hasta el afio 2022, en nuestro laboratorio se han examinado mds de 23
000 muestras con sospecha clinica de leishmaniasis. 10 661 muestras fueron anali-
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zadas mediante cultivo y 12 423 mediante LnPCR. De todas ellas fueron positivas
630 (6%) por cultivo y 2305 (19%) por LnPCR. Estos datos estdn reflejados por

afos en la figura 5.

Algunas de las muestras clinicas recibidas fueron biopsias parafinadas o no
llegaban con volumen suficiente para poder realizar las dos metodologias, por este
motivo, el nimero de muestras que pudieron cultivarse fue menor al de las que
pudieron ser analizadas mediante diagnéstico molecular.

Figura 5. evolucién del nGmero de muestras clinicas
analizadas mediante cultivo (A) y LnPCR (B)
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Aunque la figura 5 refleja los datos de todas las muestras analizadas en el labo-
ratorio, que proceden de hospitales de todas las Comunidades Auténomas, en los
afos siguientes a la declaracién de inicio del brote de la Comunidad de Madrid,
se observa un incremento significativo de los diagndsticos positivos tanto llevado a
cabo mediante cultivo como por PCR (ver afio 2010-2012).

DIAGNOSTICO DE LABORATORIO EN EL ABORDAJE DEL BROTE
COMUNITARIO DE LA LEISHMANIASIS EN LA COMUNIDAD DE MADRID

Teniendo en cuenta que la sensibilidad del cultivo es tres veces menor que la
LnPCR, el diagnéstico de la leishmaniasis de los pacientes procedentes del drea del
brote, se realizé principalmente mediante LnPCR, y todos los datos que se describen
a continuacion reflejan esta informacidn.

Como muestra la Figura 6, en el ano 2010 se observé un incremento de 5 veces
en el ndmero de muestras positivas, siendo este incremento de hasta 40 veces en el
afo 2011, ambos datos con respecto al 2009.

Diagnéstico de laboratorio de la leishmaniasis

97



Estudio integral del brote comunitario de leishmaniasis en la Comunidad de Madrid

Durante los afios 2011-2013, el nimero de muestras positivas se mantiene
muy elevado (n > 150) y comienza a disminuir en 2014 como consecuencia de las
medidas de prevencién y control llevadas a cabo por las autoridades sanitarias de la
Comunidad de Madrid. Actualmente, el nimero de muestras positivas detectadas en
esta drea es similar al que se observaba en los afos previos a la declaracién del brote.

Figura 6. frecuencia de las muestras de casos de LV y
LC detectados en el area del brote mediante LnPCR.

350
300
250

200

150

100 -

| I

b e S III..--_

2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021 2022
mlV mLC

o

La deteccién de LC es especialmente elevada en el drea del brote, este dato es
especialmente destacable entre los afios 2011 y 2013, donde los casos de LC dupli-
caron los de LV (Figura 6), a diferencia de lo que se observa en el resto del pais, en
el que los casos de LV son siempre superiores a los de LC (ver afios 2009, Figura 7).
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Figura 7. frecuencia de los casos de LV y LC analizados
en el CNM procedentes de todas las comunidades auténomas.
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En los anos 2011 y 2012, el 75% de los casos de LC diagnosticados en nuestro
laboratorio se correspondian con muestras procedentes de pacientes que residian en
el drea del brote (Figura 6 vs Figura 7), y por ello, en estos afos la proporcién LV/
LC a nivel nacional es muy préximo a 1. Estos datos indican que el brote supuso un
cambio en el perfil epidemioldgico de la leishmaniasis en Espafa durante estos afios.

En la figura 8 se resumen el nimero total de casos de leishmaniasis detectados
entre 2009 y 2022 en el CNM seguin la forma clinica y la procedencia geografica.
Los casos procedentes del 4drea del brote representan un tercio del total de casos
confirmados en este periodo de tiempo (633 vs 1810).

Figura 8. Casos confirmados de leishmaniasis entre 2009 y 2022 en el CNM,
por forma clinica y origen geogréfico.
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Nuevamente, es importante destacar que el nimero de casos de LC en el 4rea
del brote duplica al de casos de LV, contrariamente a lo que sucede en el resto de
Espana, donde estd relacién es invertida (LV > LC).

CONCLUSIONES

El diagnéstico molecular ha supuesto un avance importante en el diagnéstico
de la leishmaniasis. Este recurso permite la deteccién temprana de Leishmania en
muestra menos invasiva (sangre periférica) y requiere menos tiempo que el cultivo
(24 horas). Conociendo la mayor sensibilidad de la LnPCR respecto al cultivo, antes
de que la técnica molecular se introdujera en el diagnéstico de rutina en el labora-
torio, dos tercios de los pacientes infectados con el parédsito no eran diagnosticados
adecuadamente, factor que contribuia a la subdeclaracién de casos.

Tras la declaracién del brote, nuestros resultados indican que el nimero global
de casos diagnosticados de LC se ha duplicado como consecuencia de una mayor
sensibilizacién de los profesionales clinicos, que estdn mds atentos a la aparicién de
lesiones cutdneas, lo que conlleva a que el nimero de biopsias de piel analizadas en

el CNM se haya triplicado desde 2009.

La disminucién del niimero de casos de leishmaniasis confirmados en el CNM,
apoya la idea de que el brote ha sido controlado.

La informacién que se obtiene en el laboratorio es crucial para realizar la vigi-
lancia de la leishmaniasis. El programa de vigilancia de la Comunidad de Madrid
ha facilitado la deteccién y control del brote, de manera que actualmente el nimero
de los casos declarados son semejantes a los observados en los anos previos al brote.
Teniendo en cuenta estos resultados, la estrategia de trabajo de los diferentes profe-
sionales involucrados en el control de este brote urbano deberia extrapolarse a otras
regiones de Espana donde la incidencia de la leishmaniasis es endémica.
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CAPITULO 5
Infeccion asintomatica en el brote de leishmaniasis
del suroeste de Madrid
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8 Laboratorio Regional de Salud Pdblica, Comunidad de Madrid.

? Drugs for Negleted Disease initiative (DND1).

INTRODUCCION

El brote comunitario de leishmaniasis en Madrid nos ha dado la oportunidad
de estudiar en detalle uno de los aspectos més desconocidos de la epidemiologia de
esta infeccién como es la frecuencia de hospedadores asintomdticos y su papel en
la transmisién del pardsito. En efecto, el resultado de la infeccién por Leishmania
infantum comprende un espectro de presentaciones clinicas que varia desde el estado
de infeccién asintomitica a la leishmaniasis visceral (VL) sintomdtica completa en
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la que aparecen los sintomas cldsicos ya descritos en otros capitulos del libro. En
las zonas endémicas para leishmaniasis, la infeccién asintomdtica es mucho mis
frecuente que el desarrollo de la enfermedad, pero la ausencia de sintomas clinicos
hace que estos casos pasen desapercibidos y sea dificil calcular su frecuencia de
manera precisa (1).

Un factor que contribuye a este desconocimiento es la ausencia de pruebas
de laboratorio especificas para identificar a los individuos asintomdticos. Como se
recoge en el capitulo correspondiente de este libro, el diagndstico de leishmaniasis
estd basado en diversas pruebas seroldgicas, capaces de determinar la presencia de
anticuerpos especificos en suero y plasma de los pacientes, y pruebas parasitoldgicas
que detectan la presencia del pardsito o de su DNA. Pero en las personas asintomdti-
cas, la respuesta humoral que causa la infeccién y la carga parasitaria son ambas tan
bajas que las pruebas de diagndstico antes mencionadas no sirven para identificarlas.
Para superar este problema, en el Laboratorio de Leishmaniasis del CNM-ISCIII,
Centro Colaborador de la OMS para Leishmaniasis hemos estandarizado y validado
pruebas de laboratorio que permiten detectar la respuesta celular especifica frente
al parésito de estos individuos. En efecto, en las personas asintomdticas, la ausencia
de enfermedad se asocia al desarrollo de una respuesta eficiente de memoria celular
que limita la dispersién y multiplicacién del pardsito y lo mantiene bajo control
sin causar enfermedad. En estas circunstancias, los signos que indican que se ha
producido una infeccién por Leishmania son la presencia de clones de células T que
responden a la estimulacién con los antigenos del pardsito proliferando y produ-
ciendo citoquinas de perfil TH1 (2).

La prueba que tradicionalmente se ha utilizado en las encuestas epidemiolégi-
cas para determinar la exposicién al pardsito y la condicién asintomdtico es el test
intradérmico con leishmanina (LST de sus siglas en inglés), también llamado zest
de Montenegro. Esta prueba consiste en inocular una dosis de 10.000 promastigotes
fenolizados de Leishmania (leishmanina) en la dermis del sujeto con el fin de des-
encadenar una respuesta de hipersensibilidad retardada (DTH), que produce una
induracién en la zona de inoculacién, debida a la acumulacién de linfocitos que
se produce en ese punto por el reconocimiento del parasito por el sistema inmune
del individuo. Cuando el didmetro de la induracién es mayor de 5 mm la respuesta
celular es patente e indica que el sujeto ha sido infectado por el pardsito en algtn
momento, pero permanece asintomatico.

Actualmente, la ausencia de un reactivo de leishmanina elaborado siguiendo
buenas précticas de fabricacién hace que no sea posible utilizar esta prueba LST
para realizar encuestas epidemioldgicas en la poblacién humana. Para resolver el
problema, hemos estandarizado dos pruebas de laboratorio en las que se utilizan
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muestras de sangre periférica del sujeto y no hay que inocular ningtin reactivo en la
piel. Estas pruebas estdn incluidas en la Cartera de Servicios del Centro Nacional
de Microbiologia (Boletin Oficial del Estado — 2019 pp 6028) y estin basada en la
medicién de los niveles de proliferacién celular y produccién de citoquinas como
respuesta a la estimulacién iz vitro con antigenos de Leishmania:

Ensayo de proliferacién celular in vitro — CPA

Consiste en la estimulacién in vitro de los linfocitos de sangre periférica con
antigenos purificados de Leishmania, de forma que aquellas células T capaces de
reconocer los antigenos del parésito se activan y proliferan. La proliferacién celular
se cuantifica midiendo la incorporacién de nucledtidos para la sintesis de ADN que
realizan las células del cultivo en divisién. El ensayo es positivo cuando se determina
que el nivel de proliferacién de las células estimuladas es significativamente mayor que
el observado en las células sin estimular. Cuanto mayor es el indice de estimulacién
(proliferacién células estimuladas/proliferacién de células sin estimular) mayor es
la respuesta celular frente al pardsito. En estos cultivos es posible medir también la
secrecion al medio de citoquinas como IFN-y, asociadas a la inmunidad celular y
cuyos niveles de expresion se correlacionan con el indice de estimulacién.

Ensayo de estimulacién de sangre completa - WBA

Consiste en la estimulacién directa de la sangre del sujeto que se realiza afa-
diéndola a un tubo con los antigenos purificados de Leishmania. Tras incubar 20-24
horas, se miden en el plasma de la muestra los niveles de citoquinas y quimioquinas
como IFN-y, IL-2, o IP-10, cuya alta produccién estd asociada con la activacién
especifica de células T que reconocen los antigenos del pardsito.

Ambas pruebas las hemos utilizado con éxito para el seguimiento de los pacientes
con VL, ya que se pueden utilizar como test de cura para confirmar el desarrollo
de una respuesta celular protectora después del tratamiento y para su seguimiento
a largo plazo en los pacientes inmunodeprimidos en los que el riesgo de recaida es
alto, linea de trabajo que se describe con detalle en otro capitulo de este libro. En
este apartado mostraremos la utilidad de estas pruebas celulares de laboratorio para
realizar encuestas epidemioldgicas de la poblacién afectada por el brote de leishma-
niasis. Su utilizacién junto con las técnicas diagndsticas seroldgicas y parasitolédgicas,
ha permitido establecer el porcentaje real de personas que han sido infectadas por
Leishmania y han permanecido asintomdticas, lo que demuestra el nivel real de
transmisién del pardsito y de su impacto en la poblacién (2).
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En el contexto del brote comunitario de leishmaniasis en Fuenlabrada, nuestro
laboratorio ha realizado dos encuestas epidemioldgicas en la poblacién de la ciudad
con el fin de establecer la frecuencia de infeccién asintomadtica por Leishmania,
un estudio realizado en donantes de sangre que acudieron al Banco de Sangre del
Hospital Universitario de Fuenlabrada entre 2015 y 2017; y un estudio descriptivo
transversal de leishmaniasis en Fuenlabrada llevado a cabo en el ano 2015, incluido
en la V Encuesta de Serovigilancia de la Comunidad de Madrid (3). Los resultados
de ambas encuestas epidemioldgicas se describen a continuacién.

ESTUDIO EN DONANTES QUE ACUDEN AL BANCO DE SANGRE DEL
HOSPITAL UNIVERSITARIO DE FUENLABRADA (2015-2017)

Este estudio de la prevalencia de infeccién/exposicién a Leishmania en individuos
sanos se llevé a cabo en voluntarios del municipio que acudieron a donar sangre al
Hospital de Fuenlabrada entre enero de 2015 y abril de 2017. El estudio fue aprobado
por el Comité de Investigacién Hospital Universitario de Fuenlabrada y se solicité
el consentimiento informado por escrito a los voluntarios que acepten participar en
el estudio. La fundacién Drugs for Neglected Diseases initiative - DNDi (Ginebra,
Suiza) financié el estudio a través de un contrato de investigacion gestionado por la
Fundacién FCSAI del Ministerio de Sanidad.

El estudio tenia dos objetivos:

* Estudiar la prevalencia de infeccién por Leishmania en la poblacién de do-
nantes de sangre de Fuenlabrada.

* Identificar biomarcadores que definan el concepto de «portador asintomdtico»
en el contexto de las diversas posibilidades (infectados, prepatente, portadores
asintomdticos, asintomdticos protegidos y curados).

Estudios recientes indican que la combinacién de diferentes procedimientos
de laboratorio resulta la mejor aproximacién para obtener un perfil de la infeccién
asintomadtica completo (2). Siguiendo esta premisa, se analizaron los individuos de
esta poblacién diana (individuos sanos, de entre 18 y 65 afos, sin historia previa de
leishmaniasis clinica) utilizando métodos poco invasivos para encontrar individuos
expuestos a la infeccién.

En el Banco de Sangre del hospital se obtuvo una muestra de sangre periférica
heparinizada de 8-10 ml de cada voluntario incluido en el estudio. Esta muestra se
traslad al Laboratorio de Leishmaniasis del CNM-ISCIII, en Majadahonda, donde
fue procesada en fresco para cada una de las pruebas de laboratorio que se llevaron
a cabo y que se recogen en la Tabla 1.
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Tabla 1. Pruebas diagnésticas para la identificacion de individuos asintomaticos.

Tipo de prueba  Tecnica Cantidad Resultado Marcador
Serolégica ICT-rK39 20 microL sangre/  Positivo/neg Anticuerpos anti-rK39
plasma
IFI Plasma Titulo antic. Anticuerpos
>1/80 anti-Leishmania
Parasitolégica PCR 200 microL sangre  Positivo/neg DNA ribosomal de
Leishmania | kDNA
Cultivo 100 microL Positivo/neg Visualizacién de
sangre promastigotes vivos
Celular Ensayo de 5-6 ml sangre Indice de estimulacién ~ Replicacién del ADN
proliferacion IS > 2,31
CPA

Citoquinas en SN

Niveles de IL - 2, IL -
10, TNF - a, IEN -,
granzime B, IP-10

Estimulacién de
sangre completa

WBA

2 ml de sangre

Citoquinas en plasma

Niveles de IL - 2, IL -
10, TNF - o, IFN -,
granzime B, IP-10

Desde enero de 2015 hasta abril de 2017, se recibieron en nuestro laboratorio
612 muestras de sangre completa procedentes de 557 donantes que acudieron al
Banco de Sangre del Hospital de Fuenlabrada y que aceptaron participar de forma
voluntaria en el estudio. 55 muestras de sangre correspondieron a segundas o terceras

tomas de muestras de los donantes reclutados.

* Anilisis parasitolégico. El cultivo en medio NNN de células mononucleares
de sangre periférica y la PCR en sangre fueron negativos para todas las 612
muestras procesadas.

* Anilisis serolégico. El titulo positivo de la muestra por inmunofluorescencia
indirecta (IFI) se establecié en >1/80. El estudio seroldgico por IFI detectd
3 donantes con anticuerpos IgG anti-Leishmania que también resultaron
positivos por la prueba ripida ICT-rK39 (Kalazar Detect TM InBios). Es-
tos individuos representan el 0,53% (3 de 557) de la poblacién analizada
y fueron invitados a donar posteriormente una nueva muestra de sangre
(T2) para realizar un seguimiento en el tiempo que permitiera descartar el

desarrollo de leishmaniasis en el futuro.

Estos tres individuos IFI+ también fueron positivos en los ensayos de prolifera-
cién celular. Los resultados obtenidos con la primera (T'1) y la segunda muestra (1T2)
de sangre se resumen en la Tabla 2. Los resultados parasitolégicos fueron negativos

en todas las muestras analizadas.
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Tabla 2. Caracterizaciéon inmunolégica de los individuos asintomaticos IFAT+.

CPA (Indice the
Individuo t ICTKS9 estimulacién SI) Intervalo
T1-T2
T1 T2 T1 T2 T1 T2
Asint 1 1/160+ < 1/40 + - 2,630 4,193 62 dias
Asint 2 1/160+ <1/40 + - 8,298 6,806 4 meses
Asint 3 1/80 +/- < 1/40 + + 6,485 2,141 1 afio

Ensayo de proliferacién celular in vitro - CPA

El ensayo de proliferacién celular in vitro para SLA ha sido crucial para detectar
los individuos que habian estado expuestos al parasito. El indice de estimulacién (SI)
para considerar el ensayo CPA positivo fue >2,31. Las muestras con Sl entre 1,77 y
2,31 se consideraron dudosas y en estos casos se realizé el andlisis de las citoquinas
en el sobrenadante para precisar la situacién del donante.

El ensayo de proliferacion celular confirmé que 91 de los 557 donantes incluidos
en el estudio presentaron respuesta celular especifica frente al antigeno del parasito
Leishmania (SLA) con SI mayor de 2.31. En 15 de los donantes analizados el SI
fue dudoso y en estos casos se procedié a analizar los niveles de citoquinas en el
sobrenadante del cultivo, resultando que en 8 de estos 15 individuos se observaron
niveles altos de IFN-y, TNF-a, Granzima B, IL-2 e IP-10, por lo que se conside-
raron individuos asintomdticos para leishmaniasis, mientras que en los 7 restantes
no se observaron niveles significativos de estas citoquinas y estos individuos se
consideraron negativos.

Con los datos obtenidos se puede calcular una prevalencia de infeccién asinto-

mitica para leishmaniasis en el grupo estudiado del 17,7% (99/557).

Medicién de citoquinas/quimioquinas en ensayo de estimulacién de sangre
entera con antigenos solubles de Leishmania - WBA

Se realizaron ensayos de estimulacién de sangre completa con SLA con todas las
muestras de sangre obtenidas y se llevaron a cabo andlisis de expresién de citoquinas/qui-
mioquinas en el plasma estimulado. Los niveles en plasma de IFN-y, TNF-a., Granzima
B, IL-2 e IP-10 aumentaron de forma significativa en los individuos asintomdticos en
comparacién con los donantes negativos que no responden a la estimulacién, mientras
que no se encontraron diferencias en cuanto a la produccién de IL-10. En la Figura 1
se muestra la diferencia de expresién de citoquinas entre los donantes asintomdticos
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y los negativos. El ensayo de estimulacién de sangre completa detect6 97 individuos
asintomdticos (17,4%) entre los 557 donantes de sangre, mostrando una concordancia
muy alta con los resultados obtenidos en la prueba CPA, y demuestra la idoneidad de
la prueba WBA para encuestas epidemiolégicas con un gran nimero de encuestados,
en las que no es posible utilizar pruebas complejas de laboratorio como la CPA. El
siguiente estudio epidemioldgico que realizamos en Fuenlabrada y que describimos a
continuacién nos permitié confirmar definitivamente este punto.

Figura 1. Produccién de citoquinas/quimioquinas en sangre completa en respuesta a la
estimulacién con SLA durante 24 horas. Se muestran los niveles de (A) Interferon-y (IFN-y), (B) Factor
de necrosis tumoral o (TNF-a), (C) Granzima B, (D) Interleuquina-10 (IL- 10), (E) Interleuquina-2 (IL-2) y (F)
proteina inducible-10 (IP-10) en plasma después de 24 h de estimulacién con SLA de la sangre completa de
participantes asinfomdticos (n=72) y negativos (n=68). Las barras horizontales representan la mediana de
las concentraciones para cada citoquina. Los datos se analizaron usando el test de Mann-Whitney U test.
*p £0.05, ****p <0.0001.
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ESTUDIO DESCRIPTIVO TRANSVERSAL DE LEISHMANIASIS
EN FUENLABRADA (2015), INCLUIDO EN LA V ENCUESTA DE
SEROVIGILANCIA DE LA COMUNIDAD DE MADRID

El objetivo de la encuesta es determinar la prevalencia y los factores de riesgo
asociados con la infeccién asintomdtica por Leishmania en el municipio de Fuenla-
brada tras el brote de 2009. Consisti6 en un estudio descriptivo transversal realizado
de enero a julio de 2015 en el marco de la V Encuesta Sero-epidemiolégica de la
Comunidad de Madrid. Esta encuesta general se hace periédicamente para conocer
la situacién de enfermedades inmunoprevenibles incluidas en el calendario vacunal
y de otras enfermedades infecciosas en las que son caracteristicos largos periodos
sin sintomas. Ante el brote de leishmaniasis comunitario ocurrido en Fuenlabrada
y otros municipios, la Consejeria de Sanidad de la Comunidad de Madrid decidié
incluir en la V Encuesta la determinacién de anticuerpos frente a Leishmania y de la
respuesta inmune celular con el fin de conocer el estado inmunitario de la poblacién
frente a este patdgeno. Esta encuesta se realiz6 en toda la Comunidad de Madrid
(4050 encuestados), pero en este capitulo vamos a hacer referencia solo a los datos
de prevalencia obtenidos en el municipio de Fuenlabrada, en el que se amplié la
muestra de sujetos encuestados con fin de obtener una visién mds completa de la
situacién epidemiolégica en la zona (3).

La poblacién objetivo fueron personas residentes en Fuenlabrada. La muestra
de estudio se formé de personas que acudieron a los centros publicos de atencién
primaria de salud de Fuenlabrada. Se recluté a un total de 804 personas en los centros
de atencién primaria de El Naranjo, Castilla la Nueva, Cuzco, Alicante, Panaderas,
Francia y Parque Loranca. Se hizo un muestreo aleatorio de los siguientes grupos
de edad: menos de 2 afnos, 2 a 5 afios, 6a 10 afos, 11 a 15 anos, 16 a 20 anos, 21 a
30 anos, 31 a 40 anos, 41 a 60 afos y mds de 60 afios. De la encuesta se excluyeron
todas las personas con una condicién que pudiera causar inmunosupresién, o que
habian experimentado cualquier episodio clinico de leishmaniasis.

De cada participante se tomé una muestra de sangre periférica y complet6 un
cuestionario en el que se registraba edad, sexo, pais de nacimiento, nivel de ingresos,
historial médico y su conocimiento de los problemas de salud (es decir, ingesta de
inmunosupresores, infecciones como VIH o hepatitis) y medidas preventivas contra
leishmaniasis.

Cada muestra de sangre se analiz6 mediante PCR y estimulacién de sangre
completa para determinar expresién de IL-2 (Tabla 1). Ademis, se obtuvo suero de
la muestra en él que se determind el titulo de anticuerpos séricos especificos para
Leishmania mediante las técnicas de inmunofluorescencia indirecta y la técnica
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de aglutinacién directa (DAT), prueba que se utiliza habitualmente en estudio
sero-epidemiolégicos.

Los resultados obtenidos en la encuesta se muestran en la Tabla 3, donde se
recogen los datos por centro de salud y tecnica realizada.

Tabla 3. Prevalencia de infeccién asintomatica por Centros de Atencién Primaria.

N.o Personas Nimero de positivos para cada prueba (%)

Centro de Salud encuestadas WEA- - DAT reR

A - Alicante 132 27 (20,3%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
B - Castilla la Nueva 123 37 (30,1%) 1 (0,81%) 3 (2,4%) 0 (0%)
C - Cuzco 94 20 (21,3%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
D - El Naranjo 120 40 (33,6%) 0 (0%) 2 (1,7%) 0 (0%)
E - Francia 140 11 (7,9%) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%)
F - Panaderas 117 19 (16,2%) 0 (0%) 2 (1,7%) 0 (0%)
G - Parque Loranca 78 10 (12,7%) 0 (0%) 1(1,3%) 0 (0%)
TOTAL 804 164 (20,4 %) 1 (0.12%) 8 (0,99%) 0 (0%)

* En la prueba de estimulacién de sangre completa (WBA) se tomé6 como referencia los niveles de expresion de la citoquinas IL-2 para
determinar la respuesta positiva o negativa.

Los resultados muestran que, en el momento de la encuesta, hasta un 20.4%
(164/804) de las personas viviendo en Fuenlabrada tenian respuesta celular especifica
frente al parésito, tal y como indicaba el test de estimulacién de sangre completa,
mientras que los niveles de seroprevalencia medidos por IFI y DAT fueron el 0,12%
(1/804) y el 0,99% (8/804) respectivamente, lo que indica un acuerdo muy bajo
entre las técnicas celulares y humorales y confirma la necesidad de utilizar ambos
tipos de pruebas para determinar la prevalencia real de infeccién asintomdtica en
una zona endémica (4).

De la misma forma que se observé con la incidencia de casos clinicos repor-
tada por Arce y col. 2013 (5), el estudio transversal mostré que la prevalencia de
infeccién asintomdtica fue mds alta entre los sujetos que acudian a los centros de
atencién primaria cercanos al parque Bosquesur, considerado el foco de la infeccién
por ser el lugar donde habitaban las liebres y conejos que actuaron de reservorio del
pardsito (véase el primer capitulo del libro). Como se muestra en la Figura 2, los
centros mds cercanos al parque mostraron las prevalencias mds altas: El Naranjo,
33,6%; Castilla la Nueva, 30,1%; Cuzco, 21,3%; y Alicante, 20,3%; mientras que
era significativamente mds baja en los centros de atencién primaria més alejados
del parque: Panaderas, 16,8%; Parque Loranca, 12,7% y Francia, 8%. La cercania
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de la vivienda al parque Bosquesur constituye por tanto un factor de riesgo que
predispone a la infeccién en esta drea.

Figura 2. Mapa de Fuenlabrada en el que se muestra la situacién de los diferentes centros

de salud del municipio. Se puede observar la distancia relativa de cada uno de ellos al parque Bosque

Sur, considerado el foco de la infeccién. Centros de Salud: A: Alicante, B: Castilla la Nueva, C: Cuzco, D:
El Naranjo, E: Francia, F: Panaderas y G: Parque Loranca.
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Encontramos también diferencias significativas en la distribucién de los sujetos
asintomdticos en funcién de la edad, el sexo, pais de origen y tipo de vivienda. Ob-
servamos que la frecuencia de infeccién asintomdtica aumentaba de forma signifi-
cativa con la edad, tal y como se muestra en la Figura 3. El porcentaje de infeccién
asintomdtica fue significativamente mayor en hombres (28,2 %), que en mujeres
(13,2%). La prevalencia entre los sujetos de origen espafiol encuestados (762) fue
del 21,5% mientras que entre los extranjeros (35) alcanzé el 7,2%. Segun el tipo de
vivienda, observamos que el porcentaje de asintomdticos entre los sujetos que vivian
en apartamentos era del 19,5%, mientras que alcanzaba el 34,5% entre aquellos
que vivian en casa unifamiliares. La encuesta también revel$ que la prevalencia de
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infeccién asintomdtica era mayor entre las personas que tenian contacto con perros
y las personas que habian tenido contacto con perros y gatos enfermos.

Figura 3. Prevalencia de infeccién asintomatica
por grupos de edad en el municipio de Fuenlabrada.
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Ademids de los mencionados, en la encuesta se incluyeron otros factores cuyo
andlisis detallado se recoge en la publicacién de Ibarra-Meneses y col. 2019 (6).

Los resultados de los dos estudios realizados confirman que a lo largo del brote
de leishmaniasis comunitario, un alto porcentaje de la poblacién del municipio ha
estado expuesta y ha sido de hecho infectada por el parasito Leishmania, y que la
gran mayoria de estas personas no han desarrollado ningtin tipo de signo clinico
ni enfermedad. Los porcentajes de infeccién asintomdtica obtenidos en cada uno
de los estudios descritos son similares: 17,7% en los donantes del Banco de Sangre
de Fuenlabrada, y 20,4% en la poblacién general del municipio, lo que refuerza
la consistencia de los resultados obtenidos. La Tabla 4 muestra de forma resumida
los datos obtenidos con las diferentes pruebas moleculares, serolégicas y celulares
utilizadas para identificar los sujetos asintomdticos en Fuenlabrada.
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Tabla 4. Nomero y porcentaje de individuos asintométicos detectados por las diferentes
pruebas en cada encuesta epidemiolégica.

Plr uelias Pruebas serolégicas Pruebas celulares
Poblacién de estudio moleculares

PCR+ (%) IFAT + (%) DAT+ (%) WBA (IL-2)+ (%) CPA+ (%)
Poblacién general 0 (0%) 1(0.11 %) 9(1.11%) 166 (20.6%)
N=804
Donantes de sangre 0 (0%) 3 (0,52%) 97 (17.4%) 99 (17,7%)
N=577

Las pruebas de laboratorio utilizadas habitualmente para identificar una in-
feccién asintomdtica por Leishmania han sido las serolégicas, IFI, DAT o pruebas
rapidas diagndsticas, que detectan anticuerpos especificos contra el parésito (7).
Los métodos moleculares como la PCR también se han utilizado para identificar
infecciones asintomadticas, pero con menor frecuencia, debido a la dificultad para
realizar dichos anilisis en el campo. Ensayos celulares como la prueba cutdnea de
leishmanina (LST), han sido utilizado ampliamente en encuestas epidemiolégicas
(1,4,8,9,10), mientras que los ensayos de estimulacién de sangre total (WBA) ha
demostrado ser til para identificar infecciones asintomadticas tanto por L. infantum
como L. donovani (11,12,13,14). Su sencillez, rapidez y no necesitar condiciones
estériles o equipos sofisticados, la convierten en una practica herramienta de campo
que puede sustituir al LST, que resulta mds invasivo para el sujeto encuestado.

Los estudios epidemioldgicos realizados en dreas endémicas para leishmaniasis
visceral muestran que la mayoria de las personas infectadas no muestran signos ni
sintomas de la enfermedad pero dicha proporcién de sujetos asintomdticos/sinto-
maticos es variable y depende de las condiciones eco-epidemioldgicas y sociales en
cada regién (15). En Africa se han reportado ratios de individuos asintomdticos
en relacién a los casos activos de leishmaniasis visceral que varian entre 2,4:1 en
Sudan a 5,6:1 en Etiopia, mientras que en Asia las proporciones varian entre 4:1 en
Bangladesh a 8,9:1 en India y Nepal (7,16,17), y en América del Sur se ha descrito
una relacién de 18:1 para Brasil (15). Estas variaciones reflejan las diferencias en
la virulencia del pardsito y las caracteristicas del huésped, ademds de otros factores
sociales y ambientales, pero quizds también las asociadas con el disefio del estudio
disefio y las pruebas utilizadas para identificar los pacientes asintomiticos.

En Espana no existian datos precisos sobre la relacién entre el nimero de suje-
tos asintomadticos y sintomdticos en los focos de leishmaniasis, aunque se ha hecho
una estimacién muy general de 50 individuos asintomdticos por cada caso activo de
leishmaniasis visceral (15). En este momento, las encuestas epidemioldgicas realizadas
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en el municipio de Fuenlabrada si nos permiten hacer un cédlculo preciso y real sobre
la proporcién real de individuos asintomadticos/sintomadticos en la zona. Conside-
rando que la prevalencia de infeccién asintomdtica obtenida en la encuesta aleatoria
realizada sobre la poblacién total de Fuenlabrada es del 20,4% y que la poblacién
total del municipio en 2015, afio en que se realizé dicha encuesta, era de 195.180
habitantes, segtin datos publicados por el Instituto Nacional de Estadistica (18), se
puede calcular que hasta ese afio el nimero acumulado de personas asintomdticas
en Fuenlabrada era de 39.800 personas aproximadamente. Por otro lado, los casos
clinicos de leishmaniasis reportados hasta 2015 en Fuenlabrada por la Consejeria
de Sanidad de la Comunidad de Madrid fueron 516 (172 de leishmaniasis visceral
y 344 de leishmaniasis cutdnea), lo que nos permite establecer que por cada caso
activo de leishmaniasis en el municipio han habido 77 casos asintomdticos, y si
consideramos solo los casos de leishmaniasis visceral, esta proporcién sube a 231
sujetos asintomdticos por cada caso de leishmaniasis visceral activa, una relacién
bastante mayor que la estimada hasta ahora para Espana y que la observada en otras
zonas endémicas del planeta (1,4,10).

La alta frecuencia de casos asintomdticos observados en nuestros estudios deja
patente el alto nivel de transmisién de pardsito que ha tenido lugar en la zona du-
rante el brote de leishmaniasis, lo que viene apoyado por la gran cantidad de datos
recogidos en los diferentes capitulos de este libro. Pero también hay que destacar
que a pesar del alto niimero de casos de leishmaniasis activa asociado con este brote,
el nimero de personas infectadas que no desarrollaron ningiin sintoma de leish-
maniasis ha sido mucho mayor, confirmando la idea ya expuesta de que, al menos
en nuestro entorno, la inmensa mayoria de las personas infectadas por Leishmania
infantum no desarrollan la enfermedad.

Una vez establecida la alta frecuencia de infeccién asintomdtica en el munici-
pio de Fuenlabrada, se planteé la cuestién de cudl podria ser, si es que lo tenfan,
su papel epidemiolégico en la dindmica de transmisién del parasito. Con el fin de
abordar esta interrogante, y aprovechando el estudio epidemioldgico en donantes de
sangre, se realizaron xenodignosticos indirecto en las muestras de sangre obtenidas
de los donantes asintomdticos incluidos en el estudio, para determinar la capacidad
de infeccién a flebétomos que pudieran tener estos sujetos. Este trabajo se recoge
con detalle en el capitulo sobre xenodiagnéstico de este libro, solo mencionar aqui
que los resultados mostraron que los sujetos asintomdticos no eran infectivos a los
fleb6tomos ya que su carga parasitaria en sangre era indetectable, tal y como se
observaba también en los resultados negativos de PCR obtenidos tanto en sujetos
asintomadticos del banco de sangre como en los sujetos encuestados en la SEROVI,
en ninguno de ellos se detectd pardsitos (Tabla 4). Por todo ello cabe pensar que
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los individuos infectados asintomaticos no tienen un rol activo en la transmisién
de L. infantum (19).

INFECCION ASINTOMATICA EN PACIENTES INMUNODEPRIMIDOS

Un aspecto que se ha revelado crucial dentro de las actividades llevadas a cabo
por los laboratorios del Centro Colaborador de la OMS para Leishmaniasis ha sido
el seguimiento postratamiento de los pacientes inmunodeprimidos con leishmania-
sis visceral y la evaluacién del riesgo de recaida en dichos pacientes, aspecto que se
describe con detalle en otro capitulo de este libro.

Los pacientes inmunodeprimidos presentan un mayor riesgo de desarrollar
leishmaniasis si se infectan con el parasito (20). En la actualidad, buena parte de los
casos de leishmaniasis visceral reportados en nuestro pais se asocian con una condi-
cién de inmunosupresion, llegando incluso a aparecer en forma de brote, como el
ocurrido entre pacientes suecos inmunodeprimidos durante una estancia de reposo
en nuestro pais (21). En el brote de leishmaniasis en Fuenlabrada, buena parte de
los pacientes con VL tenian una condicién de inmunosupresién asociada (5), y pu-
dimos calcular que, independientemente del tipo de condicién, la probabilidad que
tenfan estos pacientes de desarrollar VL activa tras la infeccidn era 100 veces mayor
que la de los sujetos inmunocompetentes. Ante esta situacién nos preguntamos cudl
podria ser la prevalencia de infeccién asintomadtica entre estos individuos, cudl era
el riesgo real que tenian de desarrollar leishmaniasis a largo plazo y si podria haber
diferencias entre los grupos de pacientes dependiendo del tipo de inmunosupresién.

En colaboracién con los clinicos del Hospital Universitario de Fuenlabrada
y del Hospital 12 de Octubre de Madrid, establecimos tres cohortes de pacientes
inmunodeprimidos: pacientes VIH+, pacientes receptores de trasplantes de érgano
s6lido y pacientes con enfermedades autoinmunes bajo tratamiento inmunosupresor.
Estudiamos la prevalencia de infeccién asintomdtica en estos grupos e hicimos un
seguimiento para determinar cudntos de estos pacientes desarrollan leishmaniasis a
lo largo del tiempo. En la Tabla 5 se muestran los porcentajes de sujetos asintomd-
ticos hallados para cada uno de los grupos de pacientes detectados con las diferentes
pruebas de laboratorio, PCR, seroldgicas y celulares.
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Tabla 5. Datos de infeccién asintomatica observados
en diferentes grupos de pacientes inmunodeprimidos.

GRUPO PCR Serologia Respuesta celular
Pacientes HIV+ 0 (0%) 0 (0%) 19 (15.4%)
N=123

Pacientes con tratamiento inmunodepresor 0 (0%) 0 (0%) 23 (27.0%)
N=85

Receptores de trasplantes de érgano sélido 0 (0%) 2 (3.5%) 12 (21.0%)
N=57

Donantes de sangre (inmunocompetentes) 0 (0%) 5 (0.88%) 99 (17,7%)
N=557

Los resultados obtenidos muestran que la prevalencia de infeccién asintomd-
tica fue similar entre las diferentes cohortes de pacientes analizadas y que a su vez
era similar a la observada en pacientes inmunocompetentes, lo que indicaria que
la prevalencia de infeccién asintomadtica estd relacionada con la probabilidad de
ser picado por el fleb6tomo infectado. Como ya se ha mencionado anteriormente,
la probabilidad de infeccién dependia en mayor medida de la cercania al parque
Bosquesur que del estado inmunolégico del sujeto (22).

Estos datos también demuestran por primera vez que los ensayos de liberacién
de citoquinas tras la estimulacién con SLA son idéneos para identificar una infec-
cién asintomdtica por Leishmania en pacientes inmunodeprimidos con diferentes
condiciones, tanto VIH+ (23), receptores de trasplantes de érgano sélido (24) o
bajo tratamiento inmunosupresor para enfermedades autoinmunes (25). En todos
estos casos comprobamos que las pruebas eran especificas y los resultados positivos
correspondian al reconocimiento especifico de los antigenos de Leishmania.

La infeccién asintomdtica en individuos inmunodeprimidos constituye un
factor a tener en cuenta en el manejo clinico de estos pacientes ya que a largo pla-
z0, y conforme se reducen los niveles de inmunidad, existe un riesgo de desarrollar
leishmaniasis activa. Este tipo de pruebas son por tanto recomendables para aquellas
personas que viven en focos de transmisién del pardsito y que sufren o van a sufrir a
corto plazo una inmunosupresién programada. No obstante, también hay que decir
que de aquellos pacientes inmunodeprimidos que identificamos hace ya afios como
asintomdticos, no tenemos conocimiento hasta el momento de que alguno haya
desarrollado leishmaniasis activa. Por ello, lo que si podemos decir es que aunque
existe, el riesgo de desarrollar leishmaniasis en estos pacientes es bajo o muy bajo,
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debido probablemente a que, a pesar de su menor capacidad inmunolégica, si son

capaces de mantener a largo plazo la respuesta celular frente al pardsito (23,24,25).

REFERENCIAS

1.

Costa CH, Stewart JM, Gomes RB, Garcez LM, Ramos PK, Bozza M, ez
al. Asymptomatic human carriers of Leishmania chagasi. Am J Trop Med
Hyg. 2002; 66(4):334-7.

Ibarra-Meneses AV, Moreno J, Carrillo E. New strategies and biomarkers for
the control of visceral leishmaniasis. Trends Parasitol. 2020; 36(1):29-38.

Boletin Epidemioldgico de la Comunidad de Madrid. 2021, Volumen 26.
Suplemento. V' Encuesta de Serovigilancia de la Comunidad de Madyid. https://
gestiona3.madrid.org/bvirtual/BVCMO050684.pdf

Sordo L, Gadisa E, Custodio E, Cruz I, Simén F, Abraham Z, Moreno ],
Aseffa A, Tsegaye H, Nieto J, Chicharro C, Canavate C. Low prevalence

of Leishmania infection in post-epidemic areas of Libo Kemkem, Ethiopia.

Am ] Trop Med Hyg. 2012; 86(6):955-8.
Arce A, Estirado A, Ordobas M, Sevilla S, Garcia N, Moratilla L, ez 4.

Re-emergence of leishmaniasis in Spain: community outbreak in Madrid,

Spain, 2009 to 2012. Euro Surveill. 2013; 18(30):20546.

Ibarra-Meneses AV, Carrillo E, Nieto J, Sinchez C, Ortega S, Estirado A,
Latasa P, Sanz JC, Garcia-Comas L, Ordobds M, Moreno J. Prevalence of
asymptomatic Leishmania infection and associated risk factors, after an
outbreak in the south-western Madrid region, Spain, 2015. Euro Surveill.
2019; 24(22):pii=1800379.

Topno RK, Das VN, Ranjan A, Pandey K, Singh D, Kumar N, ez 4.
Asymptomatic infection with visceral leishmaniasis in a disease-endemic
area in Bihar, India. Am ] Trop Med Hyg. 2010; 83(3):502-6.

Hailu A, Gramiccia M, Kager PA. Visceral leishmaniasis in Aba-Roba,
south-western Ethiopia: prevalence and incidence of active and subclinical
infections. Ann Trop Med Parasitol. 2009; 103(8):659-70.

Babuadze G, Alvar J, Argaw D, de Koning HP, Iosava M, Kekelidze M, ez

al. Epidemiology of visceral leishmaniasis in Georgia. PLoS Negl Trop Dis.
2014; 8(3):e2725.

Infeccion asintomdtica en el brote de leishmaniasis del suroeste de Madrid

18


https://gestiona3.madrid.org/bvirtual/BVCM050684.pdf
https://gestiona3.madrid.org/bvirtual/BVCM050684.pdf

Estudio integral del brote comunitario de leishmaniasis en la Comunidad de Madrid

10. Werneck GL, Rodrigues L Jr, Santos MV, Aragjo IB, Moura LS, Lima SS,

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

et al. The burden of Leishmania chagasi infection during an urban outbreak
of visceral leishmaniasis in Brazil Acta Trop. 2002; 83(1):13-8.

Ibarra-Meneses AV, Carrillo E, Sdnchez C, Garcia-Martinez J, Lépez Lacomba
D, San Martin ]V, ez al. Interleukin-2 as a marker for detecting asymptomatic
individuals in areas where Leishmania infantum is endemic. Clin Microbiol

Infect. 2016; 22(8):739.e1-4.

Ibarra-Meneses AV, Ghosh P, Hossain F, Chowdhury R, Mondal D, Alvar ],
et al. IFN-y, IL-2, IP-10, and MIG as Biomarkers of Exposure to Leishmania

spp-»> and of Cure in Human Visceral Leishmaniasis. Front Cell Infect
Microbiol. 2017; 7:200.

Ibarra-Meneses AV, Sanchez C, Alvar ], Moreno J, Carrillo E. Monocyte
Chemotactic Protein 1 in Plasma from Soluble Leishmania Antigen-
Stimulated Whole Blood as a Potential Biomarker of the Cellular Immune
Response to Leishmania infantum. Front Immunol. 2017; 8:1208.

Gidwani K, Jones S, Kumar R, Boelaert M, Sundar S. Interferon gamma
release assay (modified QuantiFERON) as a potential marker of infection
for Leishmania donovani, a proof of concept study. PLoS Negl Trop Dis.
2011; 5(4):e1042.

Chappuis E Sundar S, Hailu A, Ghalib H, Rijal S, Peeling RW, ez al. Visceral
leishmaniasis: what are the needs for diagnosis, treatment and control? Nat

Rev Microbiol. 2007; 5(11):873-82.
Bern C, Haque R, Chowdhury R, Ali M, Kurkjian KM, Vaz L, ez al. The

epidemiology of visceral leishmaniasis and asymptomatic leishmanial infec-
tion in a highly endemic Bangladeshi village. Am ] Trop Med Hyg. 2007;
76(5):909-14.

Ostyn B, Gidwani K, Khanal B, Picado A, Chappuis F, Singh SP, ez al.
Incidence of symptomatic and asymptomatic Leishmania donovani infections
in high-endemic foci in India and Nepal: a prospective study. PLoS Negl
Trop Dis. 2011; 5(10):e1284.

Instituto Nacional de Estadistica. 2023. https://www.ine.es/jaxiT3/Tabla.
htm?t=2881&1.=0

Molina R, Jiménez M, Garcfa-Martinez J, San Martin JV, Carrillo E, Sinchez
C, Moreno ], Alves E Alvar J. Role of asymptomatic and symptomatic
humans as reservoirs of visceral leishmaniasis in a Mediterranean context.

PLoS Negl Trop Dis. 2020; 14(4):e0008253.

Infeccion asintomdtica en el brote de leishmaniasis del suroeste de Madrid

ne


https://www.ine.es/jaxiT3/Tabla.htm?t=2881&L=0
https://www.ine.es/jaxiT3/Tabla.htm?t=2881&L=0

Estudio integral del brote comunitario de leishmaniasis en la Comunidad de Madrid

20.

21.

22.

23.

24.

25.

Akuffo H, Costa C, van Griensven ], Burza S, Moreno J, Herrero M. New
insights into leishmaniasis in the immunosuppressed. PLoS Negl Trop Dis.

2018; 12(5):e0006375.
Hammarstrom H, Moreno J, Dotevall L, Calander AM. Leishmania infantum

infection after visiting southern Spain in patients on biological treatment;
an observational, longitudinal, cohort study. Travel Med Infect Dis. 2023;
53:102570.

Carrasco-Ant6n N, Lépez-Medrano F, Ferndndez-Ruiz M, Carrillo E, Moreno
J, Garcia-Reyne A, Pérez-Ayala A, Rodriguez-Ferrero ML, Lumbreras C,
San-Juan R, Alvar ], Aguado JM. Environmental Factors as Key Determinants

for Visceral Leishmaniasis in Solid Organ Transplant Recipients, Madrid,
Spain. Emerg Infect Dis. 2017; 23(7):1155-1159.

Botana L, Ibarra-Meneses AV, Sianchez C, Castro A, San Martin JV, Molina L,
Ruiz-Giardin JM, Carrillo E, Moreno J. Asymptomatic immune responders
to Leishmania among HIV positive patients. PLoS Negl Trop Dis. 2019;
13(6):e0007461.

Carrasco-Antén N, Ibarra-Meneses AV, Carrillo E, Ferndndez-Ruiz M,
Herndndez-Jiménez P, Aguado JM, Moreno J, Lépez-Medrano E An ex-
ploratory analysis of C-X-C motif chemokine ligand 10 as a new biomarker
of asymptomatic Leishmania infantum infection in solid-organ transplant

recipients. J Infect. 2022; 84(4):573-578.
Botana L, Ibarra-Meneses AV, Sanchez C, Matia B, San Martin JV, Moreno ],

Carrillo E. Leishmaniasis: A new method for confirming cure and detecting

asymptomatic infection in patients receiving immunosuppressive treatment
for autoimmune disease. PLoS Negl Trop Dis. 2021; 15(8):e0009662.

Infeccion asintomdtica en el brote de leishmaniasis del suroeste de Madrid

120



Estudio integral del brote comunitario de leishmaniasis en la Comunidad de Madrid

CAPITULO 6
Seguimiento de pacientes inmunocompetentes
e inmunosuprimidos en el contexto del brote

comunitario de leishmaniasis en el suroeste de
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SITUACION ACTUAL DEL SEGUIMIENTO DE PACIENTES CON
LEISHMANIASIS VISCERAL

La leishmaniasis es una enfermedad infecciosa causada por parésitos protozoos
del género Leishmania que se encuentra ampliamente distribuida a nivel mundial.
Cualquier condicién inmunosupresora convierte a la poblacién expuesta en altamente
susceptible de desarrollar una leishmaniasis visceral (LV) mds severa y con sucesivas
recaidas tras el tratamiento antiparasitario (1).

Ademds, existen problemas clinicos particulares en el manejo de pacientes in-
munosuprimidos con leishmaniasis visceral.
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* En pacientes LV con infeccién concomitante por el virus VIH (VIH-LV),
el tratamiento antiparasitario profildctico se inicia tras el tratamiento de la
leishmaniasis y puede ser administrado de forma crénica, ya que no se co-
noce cudndo es seguro retirar dicha profilaxis secundaria. En estos pacientes
es fundamental saber cudndo se produce la cura de la LV para suspender el
tratamiento antiparasitario profildctico.

* A pacientes LV en tratamiento con firmacos inmunosupresores (IS) debido
a enfermedades autoinmunes, se les retira dicha terapia inmunosupresora
con el objetivo de que el tratamiento frente a la LV sea efectivo. En estos
pacientes es fundamental conocer en qué momento concreto se produce la
cura de la LV para poder realizar la reintroduccién del firmaco IS retirado
durante el tratamiento de la leishmaniasis.

* Esimportante también destacar que el nimero de pacientes con trasplante
de érgano sélido (TOS) con LV (TOS-VL) se ha multiplicado en la dltima
década, y su situacién crénica de inmunosupresion agrava la posibilidad de
infeccién grave o recaida, pudiendo comprometer la evolucién del érgano
trasplantado. Por ese motivo, es crucial conocer si realmente el paciente TOS
ha curado tras el tratamiento.

En este contexto es prioritario disponer de técnicas que permitan determinar
en qué momento del tratamiento se produce la cura de la leishmaniasis visceral.
Actualmente la OMS considera que un paciente de leishmaniasis visceral estd curado
si a los 6 meses tras el tratamiento no ha recaido. No obstante, esta medida es poco
acertada para pacientes con inmunosupresién debido a las recurrentes recaidas que
sufren, la mayoria de ellas en los primeros meses tras el tratamiento.

Los ensayos diagndsticos convencionales son muy ttiles para la deteccién de la
respuesta humoral policlonal producida frente a Leishmania mediante la detecciéon
de anticuerpos frente a la proteina del pardsito k39 mediante tira cromatografica
(rK39-1CT) e inmunofluorescencia indirecta (IFI). Igualmente, es clave la realizacién
de la deteccién molecular del parasito (PCR) para conocer la presencia parasitaria
en sangre o médula 6sea. Debido a la persistencia de los anticuerpos tras la cura de
la LV y a que el diagnéstico molecular de Leishmania generalmente estd asociado a
la aparicién de sintomatologia, estas técnicas de inmunologia humoral y de detec-
cién molecular no son técnicas realmente utiles para la evaluacién de la cura tras
el tratamiento.

Para la resolucién efectiva de la LV es fundamental la generacién de memoria
inmunoldgica celular. La cura y la resistencia a la enfermedad causada por Leishma-
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nia spp se produce por la accién de una respuesta celular especifica de tipo Th1 que
activa los macréfagos infectados para eliminar a los parésitos (2).

Con el objetivo de conocer el estado inmunolégico del individuo, en nuestro
trabajo de laboratorio también realizamos la técnica de linfoproliferacién celular 77
vitro (CPA) y el test ripido de respuesta WBA (BOE-A-2019-6028), ambas em-
pleando el antigeno soluble de Leishmania (SLA). A modo de prueba de concepto,
hicimos un estudio sobre la utilidad de estas técnicas en el seguimiento de pacientes
inmunocompetentes con LV, ya que suelen curar sin recaidas en el 98% de los casos
tras el tratamiento.

En los ensayos realizados en estos pacientes inmunocompetentes con leishma-
niasis visceral (n=10), observamos que la capacidad de proliferacién celular CPA
frente al antigeno SLA, ausente en el momento activo de la enfermedad, se alcanza
en los meses posteriores al inicio del tratamiento (Figura 1). Estos resultados ponen
de manifiesto la utilidad de estas técnicas especificas para el seguimiento de pacientes

con LV.

Figura 1. Seguimiento de pacientes inmunocompetentes utilizando el ensayo de
proliferacién celular (CPA). Se realizé el test antes de recibir el tratamiento y 1, 3, 6 y 12 meses
después del tratamiento *(p< 0,05) y **(p< 0,01). Se muestra el indice de estimulacién especifico
(antigeno SLA) respecto al control no estimulado. La linea roja discontinua indica el punto de corte de la
técnica, obtenido tras realizar el mismo ensayo en personas sanas sin leishmaniasis.
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Ademds, se observa que todos los individuos inmunocompetentes manifestaban
una respuesta celular especifica en el tiempo estimado por la OMS para la cura (6
meses), aunque el 84% de los pacientes curaron en los tres primeros meses. Estos
resultados indican que la mayoria de los pacientes de LV curan antes del tiempo
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establecido por la OMS vy, por tanto, resaltan la necesidad de un seguimiento per-
sonalizado de cada paciente con LV.

Por otro lado, tal y como estd previamente descrito, las técnicas convencionales
de diagnéstico seroldgicas y parasitoldgicas no fueron ttiles para establecer la cura
tras el tratamiento (Tabla 1).

Tabla 1. Resultado de las pruebas diagnésticas en cartera de servicio del ISCIII en
el seguimiento de pacientes inmunocompetentes con LV. Se realizé el seguimiento de los

pacientes en el momento activo (mes cero, MO), y tras el tratamiento a diferentes meses (M1, M3, Mé)
hasta 12 meses (M12).

Pacientes con resultado positivo (%)

Técnica

Mo M1 M3 M6 M12
PCR 100 0 0 0 0
tk39-ICT 77 40 67 50 50
IFI 92 60 86 63 50
CPA 0 80 84 100 100

Ademds del ensayo de proliferacién celular (CPA), el test de cura rdpida WBA
también permite establecer el momento de la cura de LV. Su realizacién es m4s
sencilla y rdpida, y puede realizarse ficilmente en puntos de atencién al paciente.
Tras la estimulacién de la sangre completa con antigeno SLA durante 24 horas, se
miden las citoquinas en ese plasma estimulado. Aunque normalmente se considera
la produccién especifica de IFN-y, TNF-a. e IP-10 asociados al éxito del tratamiento
(CVL) de la LV activa (AVL), a continuacién en la figura 2 se muestran diferentes
citoquinas relacionadas con la cura (3). Algunas de estas citoquinas pueden ademds
medirse desde papel de filtro, facilitando adn mds su uso en 4reas remotas con es-
casos recursos (4).
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Figura 2. Nivel de citoquinas especificas de pacientes inmunocompetentes con LV activa
(ALV) y curados (CLV) utilizando el test rapido de respuesta WBA. Se muestra una graduacién
de mayor (nivel 3) a menor (nivel O) de expresioén.
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Una vez establecidas una serie de técnicas (CPA y WBA) que apoyan el segui-
miento clinico del tratamiento de pacientes inmunocompetentes con LV, se realiz6 un
estudio para conocer su utilidad en el seguimiento de pacientes inmunosuprimidos.
La aplicacién de las técnicas de diagnéstico convencional y de inmunologia celular
en muestras de sangre de individuos inmunosuprimidos con LV residentes en la
zona del brote de Fuenlabrada, ha permitido realizar el seguimiento en el tiempo
de estos individuos, contribuir al conocimiento de su estado clinico, parasitolégico
e inmunoldgico, asi como a la toma de decisiones sobre su tratamiento.

POBLACION ESTUDIO

El estudio de los pacientes inmunocompetentes e inmunosuprimidos fue apro-
bado por el comité ético del Hospital Universitario de Fuenlabrada (APR12-65 y
APR14-64), y todos los pacientes eran adultos y dieron su consentimiento escrito
para la realizacién de las pruebas dentro de este estudio.

En el periodo comprendido entre 2013 y 2019, se realizé el seguimiento durante
mds de dos anos (en algunos casos mds de 10 anos) de 22 pacientes inmunosupri-
midos con LV: 7 coinfectados con VIH (en terapia TARGA) y 15 con tratamiento
inmunosupresor por enfermedad autoinmune. Ademds, se realizé un estudio para
confirmar la cura de 6 pacientes con trasplante de érgano sélido (TOS) que tras
sufrir LV, habian recibido el tratamiento antiparasitario y habian sido dados de alta
de leishmaniasis.
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En 10 ml de sangre, se realizaron las pruebas diagndsticas en cartera de servicio
del Centro Nacional de Microbiologia (CNM, ISCIII): deteccién molecular del
parédsito (PCR), deteccién de anticuerpos mediante rK39-ICT y la técnica IFI, y los
ensayos celulares CPA y WBA (BOE-A-2019-6028). La metodologia para realizar

estas pruebas estd descrita en diversos articulos cientificos (5,06).

Para el andlisis estadistico, se realizaron estudios de normalidad de las distribu-
ciones de los datos mediante la prueba de Shapiro-Wilk. Se utiliz6 la prueba U de
Mann-Whitney para analizar las diferencias entre los diferentes grupos. La signifi-
cacién estadistica se estableci6 en p < 0,050.

RESULTADOS EN PACIENTES TRASPLANTADOS DE ORGANO SOLIDO

El nimero mundial de casos de LV en receptores de trasplantes de érgano sélido
(TOS) se ha cuadriplicado desde la década de 1990 (7). La mayoria de estos casos
han ocurrido en la cuenca Mediterrdnea, particularmente en Espafa, la cual posee
una de las mayores reservas de donantes de érganos del mundo.

Durante el brote de leishmaniasis visceral en el 4rea suroeste de Madrid, la inci-
dencia de la enfermedad entre los receptores de trasplantes de 6rgano sélidos fue del
10,3% (7/68) (8). En 6 de estos 7 pacientes TOS curados de LV, pudimos realizar
las pruebas de diagnéstico tradicional y las de inmunologia celular de la cartera de

servicio del CNM-ISCIII.

Los resultados mostraron que en ninguna muestra de sangre se detecté ADN
de Leishmania por PCR. Por otro lado, la técnica seroldgica IFI detecté anticuerpos
anti-Leishmania en dos de estos pacientes, mientras que la prueba rK39-ICT en solo
uno. Las pruebas celulares CPA y WBA dieron un resultado positivo en cinco de
los seis sujetos TOS curados de LV, con alta produccién de IFN-y y TNF-a. frente
a Leishmania (9). El Gnico sujeto curado de LV que no mostré respuesta linfoproli-
ferativa por CPA ni citoquinas especificas por WBA, tampoco presenté anticuerpos
especificos frente a Leishmania. Este sujeto TOS recay6 de LV cuatro meses después
de realizar esta técnicas y, por lo tanto, no estaba verdaderamente curado y tuvo que
ser tratado de nuevo para LV (9).

En resumen, la mayoria de pacientes TOS curados de LV mostraron con una
respuesta linfoproliferativa positiva y concentraciones altas de [IFN-y y TNF-a. tras
hacer el ensayo WBA (9). Las mismas respuestas han sido ampliamente reporta-
das en pacientes inmunocompetentes curados (10,11) e individuos asintomdticos
(12,13). Esto demuestra que, a pesar de su inmunosupresién inducida por firmacos,
los receptores de trasplante de 6rgano sélido pueden montar una respuesta Thl
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especifica contra el pardsito. Los presentes resultados confirman la utilidad de los
ensayos celulares para el seguimiento de los pacientes TOS tratados por LV, podrian
ayudar a confirmar la cura e incluso prevenir las recaidas, ya que, las pruebas celu-
lares realizadas detectaron un paciente TOS que desarrollaria leishmaniasis activa
en los meses siguientes.

MANEJO DE PACIENTES COINFECTADOS CON VIH Y LEISHMANIA

La coinfeccién VIH/ Leishmania se ha convertido en un problema emergente en
las tltimas décadas y se extiende en 35 paises endémicos (14), siendo Espana uno
de los paises que reporta un mayor niimero de casos.

La introduccién de la terapia TARGA para el tratamiento de la infeccién por
VIH ha resultado en la disminucidén de los casos de coinfeccién VIH-LV (15). No
obstante, la recurrencia de las recaidas de leishmaniasis en estos pacientes coinfecta-
dos, hace necesario el uso de profilaxis secundaria, la cual debe iniciarse al finalizar el
tratamiento antiparasitario (16). Sin embargo, en la prictica clinica se ha observado
que esta profilaxis no es necesaria en todos los pacientes; ademds, este tratamiento
presenta un alto riesgo de toxicidad para el paciente y conlleva un coste elevado. Por
todo lo anterior, serfa preferible mantener la profilaxis secundaria sélo en aquellos
pacientes que presenten un alto prondstico de recaida.

Hasta el momento, se han descrito varios factores asociados al fracaso del tra-
tamiento en pacientes coinfectados VIH-LV: la incapacidad del paciente para au-
mentar el recuento de células CD4 (>200 CD4/pl), un recuento de células CD4
<100 células/pl y tener antecedentes de recaidas previas. Pero es importante tener
en cuenta que la respuesta inmune no solo estd relacionada con el niimero de CD4,
sino también con su actividad funcional. Dicha funcionalidad puede ser evaluada
con la prueba de proliferacién celular CPA y la técnica WBA y deteccién posterior
de citoquinas, ya que un pequefio numero de células T de memoria podria ser su-
ficiente para generar una respuesta inmunitaria celular suficiente frente al pardsito.

En nuestro estudio utilizamos un resultado positivo de respuesta celular especifica
a Leishmania como criterio para realizar la retirada de la profilaxis antiparasitaria
crénica bajo supervisién clinica.

En la figura 3 se muestra, como ejemplo, el seguimiento de uno de los pacientes
VIH-LV que desarroll6 una respuesta inmunitaria celular especifica tras varios anos
de seguimiento (Figura 3a), a pesar de tener <200 CD4/pl. Esta respuesta positiva
conllevd la retirada de la profilaxis secundaria en este paciente, que no ha presentado
recaidas clinicas desde entonces hasta el dltimo andlisis realizado (mds de 4 afhos).
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Estos resultados implican la posibilidad real de retirar la profilaxis secundaria en
aquellos pacientes VIH-LV que, de forma estable, producen una respuesta celular
(Figura 3b) de tipo Thl frente a Leishmania, independientemente del nimero de
células CD4 que tengan.

Figura 3. Seguimiento realizado a pacientes inmunosuprimidos VIH-LV en terapia TARGA
y con profilaxis secundaria para VL. (a) Ejemplo del seguimiento utilizando el ensayo de
proliferacién celular (CPA). Se realizé el seguimiento del paciente VIH-LV durante varios afios midiendo
el indice de estimulacién especifico respecto al control. La linea roja discontinua indica el punto de corte de
la técnica, obtenido tras realizar el mismo ensayo en personas VIH sin leishmaniasis. En verde se muestra
cuando la técnica celular fue positiva y en naranja cuando fue negativa. b) Cuadro resumen para la
toma de decisiones para pacientes VIH-LV que respondan a técnicas celulares.
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A continuacién se muestra, como ejemplo, uno de los pacientes VIH-LV que
no fueron capaces de desarrollar una respuesta inmunitaria celular tras 5 afos de
seguimiento (Figura 4a). Este resultado implica la necesidad de la administracién de
profilaxis secundaria en aquellos pacientes VIH-LV que no generan una respuesta

celular frente a Leishmania (Figura. 4b).

Figura 4. Seguimiento realizado a pacientes inmunosuprimidos VIH-LV en terapia TARGA
y con profilaxis secundaria para VL. (a) Ejemplo del seguimiento utilizando el ensayo de
proliferacién celular (CPA). Se realizé el seguimiento del paciente VIH-LV durante varios afios midiendo
el indice de estimulacién especifico respecto al control. La linea roja discontinua indica el punto de corte de
la técnica, obtenido tras realizar el mismo ensayo en personas VIH sin leishmaniasis. En naranja se muestra
cuando la t#cnica celular fue negativa. b) Cuadro resumen para la toma de decisiones para
pacientes VIH-LV que no respondan a técnicas celulares.
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En concreto, con esta aproximacion, se consiguié retirar la proﬁlaxis secunda-
ria de forma personalizada en el 71% de los pacientes (5/7) de este estudio (6), sin
recaidas hasta la fecha (en algunos pacientes 6 afios después), mejorando su salud
y bienestar. Algunos de estos pacientes tenfan un recuento celular <200 CD4/yl,
y aun asi, fueron capaces de producir una respuesta inmunitaria efectiva frente a
Leishmania. Basado en los resultados de este pionero estudio, serfa aconsejable realizar
el seguimiento celular frente a Leishmania de los pacientes VIH-LV para comprobar
si la profilaxis secundaria ha dejado de ser necesaria para dichos pacientes, incluso
en aquellos con un bajo recuento de células CD4. De hecho, esta aproximacién ha
sido recientemente plasmada en el manual del manejo de casos de leishmaniasis de

la regién europea de la OMS (17).

MANEJO DE PACIENTES CON INMUNOSUPRESION FARMACOLOGICA
INFECTADOS CON LEISHMANIA

La introduccién de estos firmacos inmunosupresores (IS) ha cambiado de ma-
nera dréstica el curso del tratamiento varias enfermedades autoinmunes crénicas.
No obstante, a pesar de su alta efectividad, su uso estd claramente relacionado con
un mayor riesgo de desarrollo de infecciones causadas por microorganismos (18).
Ademis la inmunosupresién producida por los fadrmacos IS limita la efectividad
del tratamiento antiparasitario, disminuyendo claramente la tasa de cura de los

pacientes IS-VL.

Por ese motivo, en la mayoria de estos casos, el firmaco es retirado durante el
tratamiento de la leishmaniasis (19,20), lo que permite al paciente IS-VL desarrollar
una respuesta celular frente al pardsito y alcanzar un tratamiento efectivo. Sin em-
bargo, no hay marcadores ni técnicas que, tras la cura de la LV, permitan determinar
el momento de reintroduccién del tratamiento inmunosupresor necesario para el
tratamiento de la enfermedad autoinmune crénica y el bienestar del paciente.

Este tipo de pacientes inmunosuprimidos IS-VL tienen una respuesta més eficaz
al tratamiento de VL respecto a la que presentan los pacientes VIH-VL. No obstante,
es necesario monitorizar de forma periddica a estos pacientes inmunosuprimidos a
lo largo del tiempo para prevenir recaidas. Es importante destacar ademds la urgen-
cia de la escritura de gufas de manejo clinico para los pacientes IS-VL, ya que en la
actualidad no existe ninguna.

En nuestro estudio hemos considerado un resultado positivo de respuesta ce-
lular especifica frente a Leishmania como criterio para realizar la reintroduccién
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del tratamiento inmunosupresor de la enfermedad autoinmune, tras el tratamiento
antiparasitario frente a la LV.

El seguimiento realizado de la respuesta inmunitaria especifica de los pacientes
IS-LV dio lugar a diferentes perfiles, algunos de ellos descritos a continuacién:

* Nos encontramos con pacientes IS-LV que fueron capaces de generar una
respuesta linfoproliferativa CPA de forma rdpida (2 meses de seguimien-
to), Figura 5. Este hecho condujo posteriormente a la administracién del
inmunosupresor (en este caso esteroides). No obstante, la presencia de este
tipo de IS indujo una dréstica disminucién de dicha respuesta especifica,
produciéndose una recaida clinica de LV a los pocos meses de su reintroduc-
cién. Este tipo de tratamientos producen una inmunosupresion substancial
a nivel sistémico y los resultados indican que se deberia haber esperado para
su reintroduccién o hacerlo con el IS a menor dosis.

Figura 5. Ejemplo del seguimiento utilizando el ensayo de proliferacién celular (CPA)
de pacientes inmunosuprimidos IS-LV. Se realizé el seguimiento del paciente IS-LV durante un
afio midiendo el indice de estimulacién especifico respecto al control. La linea roja discontinua indica el
punto de corte de la técnica, obtenido tras realizar el mismo ensayo en personas en tratamiento IS sin
leishmaniasis. En verde se muestra cuando la técnica celular fue positiva y en naranja cuando fue negativa.
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* Tambien observamos pacientes IS-LV en los que la necesidad clinica de
administrar el tratamiento para su enfermedad autoinmune (en este caso
metotrexato) forzé su introduccién rédpida (al mes del tratamiento de la LV),
pese a que la respuesta celular frente a Leishmania no se habia adquirido adn
(Figura 6). En los meses subsiguientes, se produjo una dréstica disminucién
de dicha respuesta especifica, que se tradujo en una recaida de LV a los pocos
meses de la reintroduccién del IS. Posteriormente se administré de nuevo el
tratamiento frente a la LV y finalmente el paciente fue capaz de desarrollar
una respuesta inmune celular sin recaidas desde entonces hasta el tltimo
analisis realizado (mds de 5 afios).
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Figura 6. Ejemplo del seguimiento utilizando el ensayo de proliferacién celular (CPA)
de pacientes inmunosuprimidos IS-LV. Se realizé el seguimiento del paciente IS-LV durante 5
afos midiendo el indice de estimulacién especifico respecto al control. La linea roja discontinua indica
el punto de corte de la técnica, obtenido tras realizar el mismo ensayo en personas en tratamiento IS sin
leishmaniasis. En verde se muestra cuando la técnica celular fue positiva y en naranja cuando es negativa.
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En concreto, los ensayos de inmunidad celular permitieron establecer el momento
para reintroducir el tratamiento inmunosupresor de manera segura en el 80% de
los pacientes (12/15), sin recaidas hasta la fecha (hasta 5 afios después). Ademds, se
asoci6 un resultado negativo del test durante el seguimiento con los casos de recaida
tras la inmunosupresién. Estos resultados conllevan la necesidad de una vigilancia
estrecha de la respuesta celular frente a Leishmania de los pacientes IS-LV tras la
reintroduccién del IS durante un periodo minimo de 6 meses.

Debido a la combinacién de firmacos que toman los pacientes y a las diferen-
tes enfermedades autoinmunes que manifiestan, no encontramos un tratamiento o
enfermedad concreta que se pudiera relacionar con el éxito/fracaso en la generacién
de una respuesta inmune eficaz.

En cambio, en modelos animales hemos observado que algunos tratamientos
inmunosupresores, como los inhibidores de la molécula TNE producen una mayor
susceptibilidad a desarrollar una LV severa con respecto a otros, como el metotrexato
(21). Es mds, estudios recientes de nuestro laboratorio han revelado que algunos
inmunosupresores usados en clinica influyen la eficacia del Glucantime® como trata-
miento de la LV. Es necesario ahondar en la respuesta celular de los pacientes IS-VL
para conocer qué IS es conveniente administrar en casos de LV, con el objetivo de
conseguir un tratamiento efectivo y la prevencién de recaidas.
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CONCLUSIONES

Las pruebas de inmunologia celular CPA y WBA resultaron dtiles en la toma
de decisiones de pacientes inmunosuprimidos con tratamiento antiparasitario fren-
te a LV para determinar el momento de la cura, evaluar la retirada de la profilaxis
secundaria antiparasitaria en pacientes VIH-VL y valorar la reintroduccién del
tratamiento inmunosupresor en pacientes con inmunosupresién farmacolégica IS-
VL. Estas pruebas ademds pueden ayudar a confirmar la cura en pacientes TOS e
incluso prevenir las recaidas en pacientes VIH-VL, IS-VL y TOS.

En resumen, se necesitan mds estudios que aborden los diferentes problemas
especificos de los pacientes inmunosuprimidos con VL, que incluyan la incorporacién
de las técnicas de inmunologia celular CPA y WBA para un seguimiento clinico
personalizado y un tratamiento mds eficaz de los pacientes, lo cual implicarfa un
impacto directo en su salud y bienestar.
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CAPITULO 7
Caracterizacion molecular de Leishmania

Israel Cruz'?, Carmen Chicharro®?

I Escuela Nacional de Sanidad, Instituto de Salud Carlos III.

* Unidad de Leishmaniasis y Enfermedad de Chagas. Centro Nacional de
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Leishmaniasis.

> CIBER de Enfermedades Infecciosas (CIBERINFEC), Instituto de Salud Carlos I11.

LAS HERRAMIENTAS DE BIOLOGIiA MOLECULAR PERMITEN AMPLIAR
EL CONOCIMIENTO SOBRE LOS DIFERENTES COMPONENTES Y
DINAMICAS DEL CICLO DE TRANSMISION DE LEISHMANIA

Pero para que sean de mayor utilidad, estas herramientas deben emplearse en el
marco de un estudio epidemiolégico claramente definido. De lo contrario el tipado
de los pardsitos resulta menos relevante (Tabla 1).

Tabla 1. Algunos usos y utilidades de la biologia molecular sobre los agentes
implicados en el ciclo de transmisién de Leishmania.

Agente Uso Objetivo
Vector Identificacién de especie Vigilancia epidemioldgica
Estructura de poblaciones al nivel de Determinacién de la propagacién de vectores

infra-especie

Deteccién de Leishmania Identificacién de posibles vectores

Determinacién del origen de la ingesta  Identificacién de posibles reservorios

de sangre

Parisito Identificacién de especie Instauracién de tratamiento adecuado
Tipado al nivel de infra-especie Asociacién genotipo-fenotipo

Caracterizacién de brotes

Estructura de poblaciones al nivel de Determinacién de la propagacién de vectores
infra-especie Vigilancia epidemioldgica

Hospedador  Deteccidén de Leishmania en muestras Diagnéstico
biolégicas Identificacién de posibles reservorios
Estudio del genoma del hospedador Identificacién de determinantes genéticos de

susceptibilidad/resistencia a la infeccién
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Investigacién molecular en el vector

Los fleb6tomos son la pieza clave en la transmisién de Leishmania, y por tanto
en el control de la leishmaniasis. La biologia molecular permite determinar tanto
la fuente de ingesta de sangre como la presencia de Leishmania en estos insectos. El
estudio de determinadas regiones del genoma de los flebétomos posibilita la iden-
tificacién de especies y la caracterizacién y determinacién de distintas poblaciones
del vector al nivel de infra-especie.

Identificacién del origen de la fuente de sangre en hembras de flebétomo

Para este proceso se suelen utilizar técnicas de barcoding, que generalmente
consisten en la amplificacién especifica y secuenciacién de un fragmento de los
genes citocromo b (cyth) o citocromo oxidasa I (COI) de vertebrados. Ambos son
genes mitocondriales con una alta significancia filogenética, lo cual posibilita la
identificacién correcta del animal del cual ha obtenido la sangre el fleb6tomo (1).

Se ha constatado que algunas especies de flebétomos son oportunistas (sin
preferencia entre las distintas especies de vertebrados disponibles para la ingesta de
sangre). Por tanto, la identificacién de la fuente de sangre puede estar condicionada
por el hdbitat en que se realicen las capturas. Es por ello importante tener en cuenta
este aspecto a la hora de incriminar a una especie animal como reservorio.

Deteccién de Leishmania en el vector

Las técnicas de deteccién de ADN de Leishmania que se utilizan para la deteccién
del pardsito en muestras biolégicas humanas o animales son igualmente ttiles para
detectar la presencia del parsito en el fleb6tomo. No obstante, para que un resul-
tado positivo sugiera la posibilidad de una relacién vector-pardsito, es aconsejable
que solo se testen las hembras de flebétomo que no muestren presencia de sangre
en su abdomen. Ya que los pardsitos que han resistido el proceso de digestién y de-
fecacién, son los que pueden ser transmitidos (2). Pero la confirmacién definitiva
de que los pardsitos presentes en un fleb6tomo son potencialmente transmisibles
procede de la diseccién del vector y observacién microscépica de los pardsitos en
la porcién anterior de su aparato digestivo, un proceso laborioso, y con alto grado
de especializacién.

Identificacién de especie de vector

Las claves taxonémicas para fleb6tomos se basan principalmente en el estudio,
tras diseccién fina, de los filamentos genitales y parte distal del abdomen de los machos
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y de las espermatecas y la estructura de las faringes de las hembras. Esto requiere la
participacién de especialistas en entomologia con gran experiencia. Sin embargo, las
herramientas moleculares resultan aqui de gran ayuda, al poder aplicarse sobre partes
del espécimen, en ambos sexos, y en diferentes estadios de desarrollo del mismo. Se
estudian, principalmente, genes mitocondriales del vector como ¢yt y COI (3,4).
La asignacién inequivoca de especie requiere sin embargo secuencias de referencia
procedentes de ejemplares identificados correctamente mediante aproximaciones
taxondémicas aceptadas.

Investigacién molecular en el parésito

Las herramientas moleculares permiten determinar el polimorfismo genético
del parisito facilitan la identificacién de especies de Leishmania y el sub-tipado de
las mismas. Al combinar con herramientas de filogenia y genética de poblaciones se
puede contribuir a la resolucién de problemas epidemiolégicos. Y también se pueden
estudiar el genoma del pardsito, determinados grupos de genes o su expresién para
obtener informacién sobre la virulencia o la resistencia a firmacos.

Identificacién de especie y variabilidad intra-especifica

En ocasiones la identificacién de especie es clave para establecer el prondstico
de la infeccién y el tratamiento mds adecuado. Cuando distintas especies de Lei-
shmania son co-endémicas, su identificacién es fundamental para comprender los
distintos ciclos de transmisién y establecer medidas de control adecuadas. Son varias
las regiones del genoma de Leishmania estudiadas para este propdsito, desde los mi-
ni-circulos del ADN mitocondrial hasta genes y regiones no codificantes del ADN
nuclear. Actualmente se considera que la secuenciacién de un fragmento interno de
aproximadamente 1400 pares de bases del gen que codifica la proteina de choque
térmico de 70 KDa (HSP70) de Leishmania proporciona la mejor informacién para
el diagnéstico de especie. El estudio de la secuencia de los espaciadores transcritos
internos (ITS) 1y 2 es especialmente til en la caracterizacién de las especies de
Leishmania del hemisferio oriental) (5,6).

Genética de poblaciones del parésito

La aplicacién de las herramientas moleculares en estudios epidemioldgicos
relacionados con la leishmaniasis se basa en la definicién un gran niimero de mar-
cadores moleculares diferenciales entre especimenes de Leishmania tanto a nivel de
especie como de infra-especie. En general, el tipo de marcador a elegir depende de la
pregunta a responder en el contexto de una investigacién epidemiolégica. El andlisis
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de los datos generados por la mayoria de herramientas moleculares con aplicacién en
epidemiologia se llevard a cabo mediante dos aproximaciones principales: genética
de poblaciones o filogenia. El andlisis de genética de poblaciones permite obtener
una «fotografia instantdnea» de la variabilidad genética dentro de una misma pobla-
cién y entre poblaciones distintas, mientras que el andlisis filogenético se centra en
la «historia» y relaciones evolutivas de las poblaciones, por empleo de marcadores
neutrales no afectados por los mecanismos de seleccién natural.

En ocasiones, el uso de marcadores no-neutrales permite definir factores espe-
cificos de cada cepa, como factores de virulencia o atributos relacionados con una
mayor capacidad de transmisién.

Marcadores moleculares virulencia y resistencia a farmacos

La patogenicidad de la infeccién por Leishmania viene determinada por distintos
factores, entre otros:

a. el componente genético del parisito,

b. la susceptibilidad genética del hospedador

c. la respuesta inmune que este arme contra el pardsito.

En términos generales Leishmania presentard dos tipos de determinantes mole-
culares de patogenicidad: proteinas de superficie y enzimas asociadas al metabolismo
implicado en la evasién de la respuesta inmune (Tabla 2).

Tabla 2. Algunas de las proteinas implicadas en la patogenicidad de Leishmania (7-10).

Proteina Actividad

2p63 - metaloproteasa principal de la superficie  Esencial en el inicio y mantenimiento de la infeccién
del pardsito

¢pb - cistein proteasa-b Participa en los procesos de invasién, supervivencia y
evasion

HASPB/K26 - proteina de superficie acilada Es capaz de sobre-estimular la produccién de linfocitos

hidrofilica B B, desviando asi la respuesta inmune celular en favor del
pardsito

A2 - proteina de superficie del amastigote Estd implicada en la supervivencia en el interior del
macréfago

La comprensién de los mecanismos biolégicos asociados a la resistencia a far-
macos es importante de cara a evaluar su impacto en la eficacia de distintas opcio-
nes terapéuticas, asi como en los diversos programas de control. Durante mucho
tiempo los antimoniales pentavalentes (SbV) han sido el tratamiento de primera
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linea contra la leishmaniasis. Sin embargo, en el Subcontinente Indio, regién que
histéricamente acumulé la mayoria de casos de leishmaniasis visceral, se ha venido
registrando en los Gltimos afios una tasa cada vez mayor de fallo terapéutico, rela-
cionada con la resistencia de Leishmania a los SbV. Esto ha animado la bisqueda, a
menudo infructuosa, de marcadores moleculares que permitan determinar el perfil
de resistencia al firmaco en los pardsitos. En esta linea, el andlisis del genoma com-
pleto de Leishmania ha permitido determinar una serie de polimorfismos de tGnico
nucledtido (SNPs) que pudieran estar relacionados con la falta de respuesta a los
SbV (11). Actualmente se considera que el mecanismo mediante el cual L. donovani
presenta resistencia a los SbV estd asociado a una mayor capacidad de adaptacién de
las cepas que han sido sometidas a presién con estos fdrmacos, debido a que poseen
la capacidad de activar mecanismos efectores en la célula que hospeda al parisito,
ejerciendo asi una presién que favorece la seleccién de cepas con mayor capacidad
de adapracion. Esto explicaria por qué las cepas de L. donovani resistentes a los SbV
son todavia muy prevalentes en Bihar (India) a pesar de que se haya reducido la
presién con este firmaco desde que se comenzaron a emplear otras opciones tera-
péuticas (12). En el caso de L. infantum se ha comprobado que, en cepas aisladas en
la regién occidental de Mediterrdneo, la resistencia a los SbV podria estar asociada
a la amplificacién o sobreexpresién de ciertos genes (13).

En los ultimos anos, los estudios del genoma completo de Leishmania estin
mostrando que las variaciones intra-especificas a nivel de cromosomas y genes in-
fluirfan en las diferencias en tropismo, asi como en la respuesta al tratamiento (14).
El estudio detallado del genoma de Leishmania revela cémo este pardsito se adapta
a los cambios ambientales. Para ello, podria combinar la seleccién de alelos con el
mantenimiento de una alta diversidad genética. Procesos que en teoria deberian ser
mutuamente excluyentes, ya que se esperarfa que un pardsito bajo una fuerte seleccién
(¢j. presién farmacolégica) pierda rdpidamente su diversidad genética. Sin embargo,
en Leishmania, las duplicaciones cromosémicas muy frecuentes hacen posible combi-
nar ambos procesos. Esta perspectiva sobre la inestabilidad genémica en Leishmania
abre nuevas avenidas para el estudio de los mecanismos de resistencia a firmacos y
el descubrimiento de biomarcadores con valor diagnéstico y prondstico (15).

CARACTERIZACION MOLECULAR DE LOS PARASITOS IMPLICADOS EN
EL BROTE

Entre las actividades de apoyo al estudio del brote de leishmaniasis, el Centro
Colaborador de la OMS del Instituto de Salud Carlos III (WHO-CCL), realizé

el tipado molecular de un conjunto de 73 aislados del drea del brote y otras regio-
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nes de Madrid obtenidos desde enero de 2008, el afio anterior al inicio del brote,
hasta julio de 2012. Y se estudid, ademds, un conjunto de 83 aislados humanos
de L. infantum, obtenidos en Madrid entre 1988 y 2005, que habian sido tipados
previamente, mediante electroforesis de enzimas de multiples loci, como MON-1
y MON-24, zimodemas responsables de la mayoria de los casos de leishmaniasis
cutdnea y visceral en Espana (106).

Este trabajo dio lugar al estudio de tipificacién molecular mds completo reali-
zado en Espafa con aislados obtenidos en un periodo tan corto (2008-2012) y en
una pequefia drea geografica. También proporcioné informacién adicional sobre
83 aislados humanos de L. infantum MON-1 y MON-24 obtenidos en Madrid
entre 1988 y 2005. Otra informacién de tipado molecular en contextos similares
era escasa hasta la fecha.

Un estudio previo que incluy6 aislados de L. infantum de Madrid y otras re-
giones de Espana (aislados entre 1986 y 1993), informé solo sobre la presencia de
los genotipos ITS A y B para esta especie de Leishmania (17). Sin embargo, en el
brote de Madrid, el 71% (52/73) de los aislados de L. infantum del primer conjunto
tenfan un tipo I'TS que se denominé ITS-LOMBARDI, el cual no se habia descrito
previamente. Este genotipo ITS también estaba presente en todos los aislados de
L. infantum MON-24 y en el 20% (11/55) de los aislados de L. infantum MON-1
del segundo conjunto. Un hallazgo interesante fue el descubrimiento del genotipo
ITS-LOMBARDI en la cepa MHOM/ES/87/Lombardi de L. infantum zimodema
MON-24. Esta cepa habia sido aislada en Espafa (sin mayor informacién sobre su
origen) en 1987, aunque no se publicé en su momento ningdn informe sobre este
tipo ITS, solo poniéndose esto de manifiesto durante la investigacién realizada por
el WHO-CCL, quienes designan LOMBARDI a este genotipo tras constatar que

este serfa el aislado mds antiguo identificable con este perfil ITS.

El andlisis filogenético de los distintos genotipos ITS del complejo L. donovani,
al cual pertenece L. infantum, revel6 que los aislados con genotipo ITS-LOMBAR-
DI no forman un grupo filogenético claro con otros genotipos ITS (ITS A, B),
descritos con anterioridad en la cuenca mediterranea, Brasil o China. El estudio de
tipado molecular concluyé que ITS-LOMBARDI ha estado circulando en Espana
con anterioridad al brote. A su vez, ITS-LOMBARDI es frecuente en los aislados
de L. infantum de Madrid y circulando en esta regién desde al menos 1992. Este
genotipo I'TS también es el Gnico observado en aislados de todos los casos humanos

asociados al brote de la Comunidad de Madrid.
Un segundo estudio de tipado molecular dirigido al gen haspb (£26) incluyé

aislados espanoles de L. infantum y revel6 tamanos para este gen de aproximada-

mente 626 pares de bases (pb), 870/980 pb, 870/1200 pb y 870/1300 pb (9). En
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el estudio que realizé el WHO-CCL en el marco del brote, se encontraron tamafos
del gen £26 de entre 584 y 962 pb, siendo los de 626 y 920 pb los mds frecuentes,
aunque entre los casos asociados al brote solo se encontraron tamanos de 836-962
pb para este gen, siendo el de 920 pb el mds frecuente.

El contexto epidemiolégico del brote de leishmaniasis que afecta a las Areas de
Salud 9 y 10 era consistente con la transmisién focal del parésito. Esto, junto con
el hecho de que los aislados de L. infantum obtenidos de pacientes en estas dreas
presentaron principalmente el genotipo combinado ITS-LOMBARDI / £26-920,
podria sugerir que una cepa emergente, o menos comun, de L. infantum fue el agente
causal. Pero esto no puede concluirse con certeza, ya que la informacién previa en
cuanto a tipado molecular era muy escasa. El genotipo ITS-LOMBARDI / £26-920
se aislé también en casos de leishmaniasis de cinco de las once Areas de Salud de
Madrid, estando presente en dos de ellas desde al menos 2008.

Ademis, los andlisis del gen k26 indicaron que el brote no fue causado por una
sola cepa del pardsito (se llegaron a encontrar cuatro genotipos diferentes combi-

nados I'TS/k26).

CONCLUSION

La caracterizacién molecular de este brote de leishmaniasis supuso una gran
oportunidad para validar algunos de los marcadores moleculares relevantes en aquella
época. No obstante, la falta de datos previos, generados con los mismos marcadores,
hizo dificil conocer con precisién la historia natural de las cepas de L. infantum
causantes del brote. De cualquier modo, el grado de heterogeneidad de los aislados
en el drea del brote indica que probablemente lo que ocurrié es que un ciclo de
transmisién ya establecido, con su propio grado de diversidad del parésito, se pro-
pagase a un drea en la que el contexto ecolégico facilit una transmisién intensa en
una poblacién con baja inmunidad previa a Leishmania.

Dado que la leishmaniasis se considera una enfermedad emergente y en pro-
pagacién en nuestro medio, se hace necesario potenciar las actividades dirigidas a
unir la investigacién en genémica con la vigilancia. Y de este modo contribuir a
una mejor comprensién de la epidemiologia de la leishmaniasis y el desarrollo de
estrategias de control.
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CAPITULO 8
Reservorios de la Leishmaniasis:
nuestra experiencia en la Comunidad de Madrid

Carmen Chicharro'?, Silvia Migueldfnez', Emilia Garcia', Fernando Fuster?,
Maria Flores', Javier Nieto!”

' Unidad de Leishmaniasis y enfermedad de Chagas, Centro Nacional de
Microbiologia, Instituto de Salud Carlos I1I, Centro Colaborador de la OMS

para Leishmaniasis.

2 CIBER de Enfermedades Infecciosas (CIBERINFEC), Instituto de Salud
Carlos III.

3 Area de Vigilancia de Riesgos Ambientales en Salud, SG de Seguridad
Alimentaria y Sanidad Ambiental. DG de Salud Publica, Consejeria de Sanidad
de la Comunidad de Madrid.

4 Fundacién Mundo Sano, Espafa.

En el sur de Europa, la leishmaniasis tuvo inicialmente un cardcter rural, aun-
que actualmente se estd convirtiendo en urbana y periurbana, por distintas razones
entre las que habria que destacar los cambios climdticos, econémicos y demogréfi-
cos haciendo de la leishmaniasis una enfermedad emergente o reemergente (1). La
infeccién ocasionada por Leishmania estd determinada por una serie de factores que
permiten el contacto intimo de los pardsitos con los fleb6tomos y con los diferentes
hospedadores vertebrados, llevando a cabo el desarrollo completo y continto de su
ciclo biolégico.

Las leishmaniasis, son un grupo de enfermedades causadas por mds de 20 espe-
cies pertenecientes al género Leishmania, que estdn incluidas entre las enfermedades
tropicales desatendidas. La mayoria de los humanos y animales que se infectan no
desarrollan sintomas. La forma clinica de presentacién de la enfermedad se debe
fundamentalmente a la especie del pardsito y a la situacién del sistema inmune del
hospedador y fundamentalmente son cutdnea, mucocutdnea y visceral, aunque en
los animales tanto domésticos como silvestres se suelen presentar las formas cutdneas
y/o viscerales. Se transmite por fleb6tomos (orden Diptera, familia Psychodidae),
tiene una distribucién mundial y es endémica en mds de 90 paises (2).
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Todas las especies del género siguen un ciclo biolégico con el mismo patrén,
alternando formas amastigotes que se replican intracelularmente en el huésped
vertebrado, y formas promastigotes que se reproducen en el sistema digestivo del
insecto vector. Los flebotomos (géneros Phlebotomus y Lutzomya) se infectan en el
momento que las hembras se alimentan de un reservorio parasitado.

Para la prevencién y control de la enfermedad se requiere una combinacién de
estrategias, que incluyen el diagnéstico temprano y el tratamiento rdpido y eficaz, el
control de vectores, la vigilancia eficaz de la enfermedad, el control de los reservorios
animales tanto domésticos como silvestres y la toma de medidas de Salud Publica
por parte de las diferentes administraciones implicadas (3).

Los animales domésticos han sido ampliamente estudiados y, tradicionalmente,
los perros se consideran el principal reservorio animal, pero en varios estudios se han
encontrado también gatos y otras especies animales infectados con el parésito (4). Sin
embargo, se encontrd que los perros tenfan una prevalencia similar o incluso menor
que los animales silvestres en algtin brote en humanos, probablemente debido a las
medidas preventivas aplicadas sobre los perros (5,6). Por estas razones, la investiga-
cién del papel de los animales silvestres en la infectividad y la posible transmisién
del pardsito a los humanos es un paso importante para controlar futuros brotes y
controlar la endemicidad de la enfermedad en ciertas 4reas. La coincidencia en el
tiempo y en el espacio de cambios en los factores que influyen en la poblacién de
vectores (por ejemplo, deforestacién, cambio climdtico y nuevas dreas urbanizadas), y
la presencia de potenciales reservorios animales, diferentes a los cdnidos, son factores
esenciales en la aparicién de brotes.

Segiin la OMS (1), el término «reservorio» debe emplearse sélo para animales
que sean lo suficientemente abundantes y longevos como para que sirvan de fuente
de alimentacién para los vectores y que mantengan un contacto intimo con ellos.
Ademis de representar una proporcién importante de la biomasa de mamiferos.
Para considerar un animal como reservorio tienen que coincidir varias caracteristicas:

a. Que haya un porcentaje alto de animales y muestras infectadas
b. Que el curso de la infeccién en esos animales sea largo.

c. Que los parésitos estén presentes en la piel y/o en la sangre de estos animales
con una carga parasitaria lo suficientemente alta para que los vectores se
infecten

d. Que los parésitos aislados de las diferentes muestras de los reservorios, de
los vectores y de los humanos sean iguales. (7).
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Roque y Jansen (8) emplearon los términos huéspedes de mantenimiento para
aquellos animales mamiferos que pueden infectarse y mantener la infeccién y huéspe-
des amplificadores para los mamiferos que, ademds de mantener la infeccién, pueden
favorecer la transmisién, que suelen coincidir con aquellos que tienen cargas para-
sitarias mds altas en la sangre y en la piel. La gran mayoria de los animales silvestres
se podrian considerar como huéspedes de mantenimiento, mientras que sélo unos
pocos podrian considerarse huéspedes amplificadores.

El perro cumple con todos los requisitos para ser considerado el reservorio prin-
cipal de la leishmaniasis causada por L. infantum. En los perros, normalmente, esta
infeccién se manifiesta de forma subclinica crénica, s6lo una pequena proporcién
de animales desarrollan sintomas de la enfermedad (9), permaneciendo la mayoria
asintomadticos. La seroprevalencia canina en la cuenca mediterrdnea varfa entre un
5-30% dependiendo de la regién (10). Sin embargo, cuando se utiliza la PCR para
determinar la infeccién se encuentran tasas mds altas, llegando a tasas del 70 al 80%
en algunos de los focos (11). El aumento de la incidencia de leishmaniasis por L.
infantum, sugiere que las medidas de control existentes no son muy eficaces (12) y
que pueden existir otros reservorios que no se han considerado hasta ahora.

Desde hace més de 30 afios se han realizado multiples estudios en zonas en-
démicas para investigar la infeccién por Leishmania en gatos. La mayor parte de
estas infecciones son causados por L. infantum y se han diagnosticado en paises de
la Cuenca Mediterrdnea, como Italia, Espana, Portugal, Francia, Grecia, Turquia,
Chipre (13). Sin embargo, se detecté ADN de L. major en gatos de Turquia y Lisboa
(Portugal) y de Leishmania tropica de Turquia (14,15,16).

Las cepas de L. infantum detectados en gatos comparten los mismos patrones
que las aisladas de humanos, perros y flebotomos (16,17). Los estudios que se han
realizado son extremadamente heterogéneos segtin las caracteristicas de la poblacién
analizada, las técnicas y metodologias utilizadas, etc... Pero todos sugieren que los
gatos estdn frecuentemente expuestos a la infeccién por el parésito, de forma similar a
lo que ocurre con los perros. Los gatos sanos con PCR positiva pueden ser negativos
para las técnicas serolégicas (13,18). La duracién de la infeccién se ha comprobado
que puede ser larga, se han estudiado fuera de la temporada de transmisién. Sin
embargo, cuando se compara la prevalencia o la incidencia anual en poblaciones de
perros y gatos en zonas endémicas se ha comprobado que son mds bajas (19,20).
La poblacién felina sigue siendo, junto con los perros, el grupo mds importante
afectado por la leishmaniosis. Se sabe que las infecciones felinas suelen ser crénicas.

Existe una gran diversidad de especies de animales silvestres que se han iden-
tificado como posibles reservorios de Leishmania. Estos animales pueden actuar
como hospedadores y contribuir a la persistencia y transmisién de la enfermedad
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en la naturaleza. Entre ellos podiamos destacar roedores, marsupiales, murciélagos
y otros mamiferos pequefios. La identificacidon de estos reservorios es fundamental
para comprender y controlar la epidemiologia de la enfermedad.

La clinica en estos animales puede variar desde la no aparicién de sintomas,
aparicién de lesiones cutdneas hasta enfermedades sistémicas graves que pueden
ocasionar la muerte. Ademds, la infeccién puede afectar la capacidad reproductiva
de los animales, lo que tiene implicaciones importantes para la conservacién de
especies en peligro de extincién. Las muestras bioldgicas que mds se han empleado
en los distintos trabajos publicados, para estudiar la presencia de los pardsitos en
los animales silvestres han sido la sangre y la piel. Por un lado, debido a la facilidad
de su extraccién y por otro porque son estas las zonas mds accesibles a los vectores.
Sin embargo, cuando se analizan otras muestras como el bazo, el higado, ganglio
linfitico o la médula ésea, la prevalencia aumenta, ya que el parésito tiende a acan-
tonarse en estos tejidos (6).

Las técnicas utilizadas para demostrar la presencia del parasito en estas especies
han sido muy variadas. En el pasado se probaron en roedores y otros animales sil-
vestres el diagnéstico directo del pardsito, en biopsias o improntas de piel u otros
érganos, o mediante el cultivo en medios especificos (8). De hecho, todavia se utilizan
en algunos estudios hoy en dfa, aunque con menos frecuencia (22,23,24,25). La
deteccién de anticuerpos especificos frente a Leishmania mediante diferentes técnicas
seroldgicas (IFI, ELISASs, inmunocromatografia, DAT, etc.) se ha utilizado amplia-
mente en animales domésticos y también, aunque en menor medida, en animales
silvestres, para evidenciar de forma indirecta la infeccién por Leishmania (22,26,27).
La serologia se ha utilizado mucho en los estudios con carnivoros silvestres (28).
El xenodiagnéstico se ha utilizado rara vez, para demostrar la posible trasmisién de
la infeccidn en animales silvestres, demostrando asi el caracter de reservorio de los
estos hospedadores (29,30).

Todas estas técnicas, aunque generalmente son menos sensibles, se utilizaron
ampliamente para diagnosticar y estudiar la infeccidén por Leishmania en animales
silvestres antes de la introduccién de la amplificacién del ADN mediante PCR en el
diagndstico de esta infeccidn, la utilizacién de las técnicas moleculares ha aumentado
considerablemente la sensibilidad en la deteccién del pardsito. Desde que la PCR se
convirtié en una técnica rutinaria para detectar Leishmania en las diferentes muestras
bioldgicas, la lista de animales silvestres infectados se ha ampliado. La deteccién
Detecta ADN (presencia e identificacién del pardsito) es sensible, especifica, rdpida,
e independiente de la carga parasitaria y de factores subjetivos. Se puede realizar en
todo tipo de muestras bioldgicas, aunque puede haber resultados contradictorios
dependiendo de la muestra que se utilice, debido a la diferente respuesta inmune local
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y a la distribucién heterogénea en los diferentes tejidos. Existe una gran variedad de
técnicas moleculares que nos permiten detectar, identificar o cuantificar al pardsito
dependiendo los tipos de PCR que se utilicen (PCR convencional, Nested PCR o
RT-PCR). PCR es el gold estdndar del diagnéstico molecular. En la literatura se
puede encontrar un gran nimero de primers, métodos y objetivos para la deteccién
por PCR (31), La sensibilidad y especificidad de las diferentes técnicas moleculares
depende de los primers, de las dianas a la que va dirigida (SSuRNA, kDNA ITS-1
y2, Hsp70, etc.), del nimero de copias de las dianas.

La utilizacién de la serologia y de otras técnicas diagndstica tiene una serie de
limitaciones, como puede ser en los casos que el titulo de anticuerpos sea bajo, o la
baja sensibilidad de las técnicas empleadas, en el caso de hospedadores asintomdticos
y por supuesto en el seguimiento de tratamiento, en el caso de tratar a esto animales.
Para estas situaciones las técnicas moleculares son una alternativa muy eficaz a las
otras técnicas diagndsticas convencionales empleadas hasta ese momento. Presentan
una mayor sensibilidad y especificidad y pueden analizar muchas muestras a la vez.

Brandao-Filho ez 4/. (22) compararon tres pruebas de diagnéstico con muestras
de bazo de 203 animales silvestres de diferentes especies y encontraron que la PCR
de KADN es tres veces més sensible (17,6%) que los métodos tradicionales como la
microscopia de improntas (5,7%) o el cultivo (1,3%). La serologia es menos sensible
que las técnicas moleculares, como se demostrd para la prevalencia de Leishmania
en otros animales silvestres (8,1% por serologia frente a 20% por PCR) (32). En
otros estudios, realizados en pequefios mamiferos se encontraron resultados similares

(5% por serologia frente a 23,2% por PCR) (33).

L. infantum es la especie zoonética de Leishmania con una mayor distribucién
global, estd presente en todos los continentes. Sin embargo hay descrito en la litera-
tura infecciones en Latinoamerérica por L. braziliensis, L. guyanensis, L. panamensis,
L. peruviana, en multitud de especies: roedores, perezosos, osos hormigueros, pri-
mates y diferentes carnivoros silvestres. Asi como infecciones por L. amazonensis en
Centro y Sudamérica, en zorrillos, en varias especies de murciélagos, en primates,
zarigiieyas y roedores. También se han encontrado en maltiples especies de anima-
les salvajes infectados con L. mexicana que pueden presentar lesiones concordantes
con leishmaniasis cutdnea. De igual forma, se han aislado de diferentes especies de
roedores, L. tropica y L. major en distintas zonas del cercano y medio oriente. En
la literatura hay una gran cantidad de trabajos en los que se describe la presencia
de L. infantum en diferentes especies de varios 6rdenes de mamiferos en diversas
partes del mundo. Estos aislamientos se producen tanto en animales silvestres en la
en la naturaleza como en animales en cautividad en parques zooldgicos (8,34,58).
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Cardoso ez al. y Azami-Conesa et /. (35,58) hacen una exhaustiva revisién de
los animales en los que se ha aislado el parasito, de la que se hace un resumen en

la Tabla 1.

Tabla 1. Animales infectados por Leishmania sp.

Familia

Especies

Cénido

Chacal Dorado (Canis aureus)
Lobo gris (Canis lupus)
Zorro Rojo (Vulpes vulpes)

Felidae

Gato Montés Europeo (Felis silvestris)
Lince Ibérico (Lynx pardinus)

Leén de Berberia (Panthera leo)

Tigre (Panthera tigris)

Herpestidae

Mangosta egipcia (Herpestes ichneumon)

Mustélidae

Nutria euroasidtica (Lutra lutra)

Marta de haya (Martes foina)

Marta de pino europea (Martes martes)
Tejoén europeo (Meles meles)

Visén europeo (Mustela lutreola)

Turén (Mustela putorius)

Hurén domesticado (Musela putorius Furo)
Armino (Mustela erminea)

Comadreja (Mustela nivalis)

Visén americano (Neovison vison)

Fécidae

Foca monjeo (Monachus monachus

Miniopteridae

Murciélago comin (Miniopterus schreibersii)

Macropodidae

Ualabi de Bennett (Macropus rufogriseus)

Erinaceidae

Erizo europeo (Erinaceus europacus)

Soricidae

Musarana (Crocidura russula)
Musarana etrusca (Suncus etruscus)

Equidos

Caballo (Equus ferus Caballus)
Burro (Equus africanus Asinus)

Hominidos

Orangutdn (Pongo pygmaeus Pygmaceus)

Muridae

Ratén de Madera (Apodemus sylvaticus)
Ratén doméstico (Mus musculus)
Ratén argelino (Mus spretus)

Rata Marrdn (Rattus norvegicus)

Rata Negra (Rartus rattus)

Sciuridae

Ardilla roja euroasidtica (Sciurus vulgaris)

Reservorios de la Leishmaniasis: nuestra experiencia en la Comunidad de Madrid

149



Estudio integral del brote comunitario de leishmaniasis en la Comunidad de Madrid

Figura 1. Animales diferentes a los perros, probados o sospechosos (?) que pueden ser
considerados reservorios de Leishmania infantum para Phlebotomus spp. y los humanos
en Europa. Tomado de Cardoso et al. 2021 (35).
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Mencién especial merecen las especies de la familia Leporidae; Liebre europea
(Lepus europaeus), Liebre Ibérica (Lepus granatensis), Conejo europeo (Oryctolagyus
cuniculus), pues son las que han originado brotes humanos. En Europa se han iden-
tificado liebres positivas a Leishmania en diferentes regiones geograficas (Grecia,
Italia y Espana) y utilizando diferentes técnicas diagndsticas (Serologia y PCR) con
distintas incidencias desde 65 % hasta el 10 % dependiendo de la técnica empleada
y de la regidn geogréfica. La mayoria de los animales estudiados eran asintomadticos.
Ademds, la similitud detectada entre las secuencias de ADN de los pardsitos aislados
de liebres y perros podria ser indicativa de una posible superposicién de los ciclos
de transmision silvestre y doméstica de Leishmania spp. en Grecia (36).

En julio de 2009, se describié un brote de leishmaniasis humana en el suroeste
de la Comunidad de Madrid (CM), en una zona cercana a un parque periurbano
(Bosquesur), donde se comprobé que habia una gran poblacién de liebres. El agente
causal fue identificado como L. infantum y se encontraron altas densidades de P
perniciosus. No hubo un aumento de la seroprevalencia canina (37) y los estudios
entomolégicos determinaron que habia una relacién importante entre el vector, las
liebres y la poblacién humana infectada en el foco. Esta es la primera evidencia de
que las liebres pueden desempenar un papel como reservorio en Europa. La caracte-
rizacién molecular de los aislados obtenidos de flebotomos infectados, de las liebres
infectadas y de los casos humanos eran todos L. infantum ITS tipo Lombardi (38).
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En Espana se han identificado conejos infectados con L. infantum en varias
regiones, En la provincia de granada se comprobé que el 21% de los animales es-
tudiados fueron positivos después de analizar diferentes muestras (sangre, médula
dsea, higado, bazo, corazén y piel)., aunque ninguno de ellos presento sintomas
relacionados con la enfermedad. Se analizaron mediante técnicas parasitoldgicas,
serolégicas y/o moleculares. En el drea del brote de Fuenlabrada se comprobé que
los flebétomos se infectaban sobre los conejos positivos, pero en un porcentaje mds
bajo que las liebres, aunque se demostré que la infeccién crénica es duradera durante
el periodo de no transmisién, como ocurre con las liebres (29). El andlisis por PCR
de muestras de piel detect6 12 (17,4%) muestras positivas, mientras que el ADN
de Leishmania solo se encontré en dos (2,9%) muestras de bazo. No aparecieron
animales con sintomas. En otras regiones del Espafia se han detectado la presencia de
conejos infectados por L. infantum. En la regién de Murcia, se detectaron un 30,0%
de conejos positivo por PCR. Comprobando que habia mds probabilidades de ser
positivo en la piel que en otros 6rganos. (39). Sin embargo, otro estudio en una zona
cercana determiné un 58,8% de conejos positivos silvestres y se comprobé la seme-
janza de las cepas que circulaban en esa zona entre conejos, perros y humanos (40).

En el suroeste de CM, el niimero de los nuevos casos de leishmaniasis humana
aument6 desde 2010. Su incidencia creci6 de 3 casos por 100 000 habitantes en
2009 a 55,7 en 2011. Al comienzo del brote no se encontré un factor epidemiolégico
cldsico que explicara esta situacién. El Gnico dato relevante que se obtuvo mediante
los andlisis epidemiolégicos de este brote fue que la poblacién afectada residia en
las proximidades de un nuevo parque, en el que se comprobd, en ese momento,
que la poblacién de liebres y conejos era muy elevada. Con estos antecedentes, se
inici6 un estudio para determinar la implicacién de otros reservorios, diferentes al
perro, que estarfan participando en la trasmisién de la enfermedad en este brote,
concretamente estudiamos la presencia de Leishmania en liebres, conejos y gatos.

El estudio que nosotros realizamos sobre los animales silvestres relacionados
con el brote de leishmaniasis de la CM (Fuenlabrada) y sus alrededores se hizo con
animales capturados por la Direccién General de Medio Ambiente o Direccién Ge-
neral de Ordenacién e Inspeccién de la Consejeria de Sanidad de la CM, y remitidos
a VISAVET, donde se extrajeron las muestras de bazo y piel. Estas muestras fueron
recogidas en 250 pul de NET 10 (NaCl 100 mM, EDTA 10 mM, Tris-HCI 10 mM)
y conservadas a -20 °C hasta su envio a la Unidad de Leishmaniasis y Enfermedad de
Chagas, Centro Colaborador de la OMS para la leishmaniasis, del Centro Nacional
de Microbiologfa, Instituto de Salud Carlos III para su posterior anilisis. Desde el
afo 2011 hasta el ano 2022 se procesaron un total de 7280 muestras (bazo, n=3671;
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y piel, n=3609), obtenidas de 3806 animales (conejos, n=2522; liebres, n=837; gatos,
n=359; ratas, n=54; murciélagos, n=34).

La extraccién del ADN se realizé utilizando el kit comercial QIAamp DNA mini
Blood Mini kit (QIAGEN®), siguiendo las instrucciones del protocolo recomendado
para tejidos. El ADN se eluy6 en 200 pl de agua destilada estéril y se conservé a 4 °C
hasta su utilizacién. La amplificacién del ADN de Leishmania se realizé siguiendo
el protocolo descrito por Cruz ez al. (2002) (41).

Como se observa en la figura 2, se ha estudiado un mayor ndimero de muestras
procedentes de conejos, liebres y gatos con respecto a los otros animales estudiado
(ratas y murciélagos). Aun asi, se puede indicar que el principal reservorio en el brote
ha sido la liebre, la tasa de infeccién global fue del 25%, mientras que en los otros
animales fue de 17% en conejos, 14% en gatos, 19% ratas, y el 6% en murciélagos.

Figura 2. Deteccion de Leishmania infantum en animales
silvestres de la Comunidad de Madrid.
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Aunque el brote se inicié en 2009, el estudio sobre los reservorios de animales
silvestres se comenzé en 2011, y a partir de este afio la sospecha de la implicacién
de estos animales fue mayor por lo que se aumentaron las capturas como medida
de control del brote (Figura 3). Aunque el nimero de conejos entre los afios 2014
y 2019 es superior al nimero de liebres, se observa que la tasa de infeccién de lie-
bres es superior. En gatos la tasa de infeccién es similar, aunque en los tltimos afos
se observa un aumento. Como no se tiene datos previos en ratas y murciélagos, es
llamativa la prevalencia de Leishmania infantum en ratas en el afio 2022.
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Figura 3. Tasa de infeccién absoluta de los animales silvestres.
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Segtin se observa en la figura 4 y la tabla 2, la presencia de L. infantum es ma-
yoritaria en las muestras de piel tanto en conejos como en liebres. Es importante
destacar la prevalencia de L. infantum en el bazo de las ratas que es superior con
respecto al resto de animales.

Tabla 2. Detecciéon de Leishmania en bazo y piel de los animales silvestres.

Bazo Piel
Positivo Total % Positivo Total %
Conejo 142 2435 6 322 2445 13
Liebre 56 792 7 172 816 21
Gato 32 357 9 22 262 8
Rata 7 54 13 3 52 6
Muzrciélago 1 33 3 1 34 3
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Figura 4. Deteccion de Leishmania infantum en bazo
y piel de conejos y liebres por trimestres.
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Utilizando como herramienta de trabajo la deteccién de Leishmania mediante
la PCR, que, a diferencia de las técnicas seroldgicas, no presenta la posibilidad de
reactividad inespecifica ni reactividad cruzada con otros tripanosomdtidos pudimos
comprobar que en el brote de leishmaniasis de Fuenlabrada de la CM hasta 2014,
las liebres, los conejos y los gatos, aparentemente asintomadticos, estaban infectados
con L. infantum, con una prevalencia global del 20%. Actualmente incluyendo ratas
y murciélagos, la prevalencia global es del 18%. La ausencia o baja prevalencia de
lesiones parece ser una caracteristica comun en los estudios de otros reservorios, que

no sean los perros (12,17,42,43,45).

Hemos observado que la prevalencia en liebres y conejos fue significativamente
mayor con respecto a la prevalencia en los gatos (25%, 17% y 14%, respectivamente).
Sin embargo, estos valores son inferiores a los resultados obtenidos mediante estudios
serolégicos. Moreno ez al., (2014) (46), en esta misma zona geografica, reportaron
una seroprevalencia del 74,1% en liebres, 45,7% en conejos y 9,3% en gatos. Asi-
mismo, Garcia e al., (2014) (44), describen una seroprevalencia incluso mayor en
conejos, del 75,4%; si bien de forma similar a nuestros resultados, observaron que
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la deteccién de la presencia de ADN del parésito fue del 17,4% en piel y del 2,9 %
en bazo. Como hemos comentado, la deteccién de anticuerpos anti-Leishmania, no
necesariamente distingue la infeccién con otros tripanosomdtidos. Diaz-Saez, ez 4.
(2014) (47), en un drea endémica de leishmaniasis canina (provincia de Granada),
observaron en conejos la presencia de otro parasito Kinetoplastidae, Trypanosoma
nabiasi 'y cuya prevalencia era elevada, el 82,4% de los animales estaban infectados.
En cambio, sélo el 20,7% de ellos estaban infectados con L. infantum, observindose
un 14,8% de infecciones mixtas. Si bien, ellos observaron que la seroprevalencia no
era directamente proporcional a la presencia de pardsitos, sus resultados reflejan la
posibilidad de reacciones cruzadas entre ambos kinetopldstidos, por lo que hay que
tener mucho cuidado en la interpretacién de los resultados serolégicos, especialmente
cuando se utilizan técnicas basadas en antigenos totales, y el punto de corte se define
de forma arbitraria por ausencia de estdndares. Este hecho puede ser la justificacién
por la que las seroprevalencias sean mds elevadas con respecto a la deteccién del
pardsito por métodos moleculares. Si bien en nuestro estudio, no hemos realizado
cultivos ni microscopia de las muestras biol4gicas obtenidas, es importante indicar
que los amastigotes de ambos tripanosomdtidos son indistinguibles y las formas
flageladas de los cultivos pueden inducir a error en su identificacién (47). Hay que
destacar también que, en otras regiones de nuestro pais, se ha comprobado la pre-
sencia de L. infantum en liebres, con una prevalencia media de 43,6 % y un rango
entre 0% y 64,3% (48). Los animales procedentes de la regién correspondiente a
Madrid presentaron una prevalencia del 60%, este valor es tres veces mayor respecto
al valor que hemos obtenido. Esta diferencia podria estar relacionada al hecho de que
se tratan de periodos de estudio diferentes, 2004-2010 »s 2011-2022, y al pequeno
ndmero de especimenes analizados 10 vs 3086, respectivamente.

Otro hecho interesante, es la diferencia de la presencia de Leishmania en piel
y bazo, detectamos un mayor nimero de casos positivos en piel con respecto a lo
encontrado en el bazo, en los conejos 13% vs 6%, en las liebres 21% vs 6%, rela-
cién que se encuentra invertida en las ratas 6% vs 13%, siendo similar en gatos y
murciélagos. Sélo Garcia ez al. (47), observaron un patrén similar en conejos. El
resto de estudios carecen de esta informacién o el nimero de muestras analizadas
es limitado. Esta diferencia podria explicar la facilidad que tendria el vector para
alimentarse de sangre infectada. De hecho, Molina et al. (29) y Jiménez ez al. (30),
comprobaron, por primera vez, mediante xenodiagnéstico, que las liebres y los co-
nejos de este drea, infectados naturalmente y aparentemente sanos, podfan trasmitir
L. infantum de forma experimental a vectores competentes, P perniciosus. En el
primer estudio determinaron que cuatro de las siete liebres infectaron a una media

de 4,7 % de los flebétomos. En el segundo, comprobaron que el 50% (5/10) de
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los conejos infectaban a un 0,94 % de los vectores. Asimismo, en los casos en los
que ha sido posible la caracterizacién molecular de las cepas de Leishmania aisladas
de liebres (mediante el estudio de la regién I'TS-1 e ITS2) los resultados obtenidos
coinciden con los observados en las cepas del pardsito aisladas de los casos humanos
de la misma 4rea geogrdfica (38,29).

Los pardmetros ecolégicos que caracterizan a estos animales silvestres, distri-
bucién geogréfica, biotopo, hébitat, el nicho, la edad de la poblacién, su densidad,
dispersién y movimientos son importantes en la comprensién de su papel como
reservorios. Como se puede deducir por el conjunto de resultados, tanto nuestros
como los de otros autores, hay evidencias suficientes que sugieren que estos animales
podrian mantener el pardsito en determinadas dreas geogréficas. Aunque, es dificil
encontrar zonas sin perros que permitan, de una forma natural, evaluar este papel.
El reservorio tiene que ser abundante y de habitos gregarios, estas caracteristicas las
tienen los conejos y las liebres. Si bien, estos animales viven menos que un perro
tiene una vida lo suficientemente larga como para garantizar la transmisién. La
presencia del pardsito en altas proporciones en la piel de estos animales, sin signos
aparentes de enfermedad asegura el contacto de Leishmania con el vector, que ade-
mds, encuentra en las madrigueras un biotopo adecuado para vivir. Aunque nuestros
resultados muestran que el gato estd infectado, la baja prevalencia y el patrén de
deteccién a lo largo de los afios estudiados nos permite concluir que el gato no se
pueda considerar como un reservorio silvestre en este brote.

Por otra parte, los tratamientos farmacolégicos, la utilizacién de vacunas y el
uso en los perros de insecticidas reducen considerablemente el papel del perro como
reservorio, por lo que el papel de la fauna silvestre que vive en las proximidades de
zonas de reciente urbanizacién tiene una gran importancia en el futuro y son nece-
sarias medidas de control y prevencién especificas. Todas estas razones demuestran
la existencia de un ciclo silvestre y periurbano donde los mamiferos silvestres ac-
tian como reservorios distintos de los perros, pudiendo ser una de las razones que
justifiquen la aparicién de nuevos brotes o un aumento del ndmero de casos. Hay
muchas evidencias que podrian sugerir la existencia de un ciclo silvestre periurbano
de la enfermedad independiente del ciclo doméstico tradicional que implica a los
perros, pudiendo superponerse los dos ciclos por proximidad.

Con nuestros resultados y el conjunto de resultados obtenidos en el contexto del
brote, podemos concluir que los conejos y las liebres de la zona de estudio, cumplen
todos los requisitos que se postulan para que un animal sea considerado reservorio
de una enfermedad, son animales gregarios, con un alto nimero de individuos,
son longevos, pudiendo durar mds de una estacién de trasmisién, su contacto con
los flebétomos estd asegurado, la infeccién en ellos es alta, es crénica, en muchos
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no aparecen sintomas, y los aislados que se han caracterizado son iguales que a los
identificados en el hombre y el vector. Por otro lado, el elevado niimero de animales
silvestres infectados, el elevado niimero de vectores (con un porcentaje alto de in-
feccién), la coincidencia en la caracterizacion de las cepas y la alta proteccién de los
perros (insecticidas y vacunacién) con la seroprevalencia de los perros mds baja que
en el resto de la Comunidad de Madrid, hacen pensar en la existencia de este ciclo
silvestre de la lesihmaniasis, pero muy intimamente unido al ciclo urbano (Figura 5).

Figura 5. Descripcion de los ciclos silvestre y urbano
de la Leishmaniasis en la Comunidad de Madrid.
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Para determinar la importancia que los animales silvestres tienen en la epidemio-
logia de la enfermedad, ademds de la posibilidad de que los fleb6tomos se infecten
a partir de estos animales y el papel que estos animales juegan como reservorios hay
que estudiar el riesgo que implica para la salud humana y animal, fundamentalmente
en el caso de los perros y de los gatos. Un requisito importante y que normalmente
no se cumplen con estos animales, es el contacto intimo entre los animales silves-
tres y los humanos o los perros y gatos. Por otro lado, se sabe que los fleb6tomos
no recorren grandes distancias, por lo tanto, no es probable que se produzca la
transmisién. Sin embargo, como se ha demostrado con el brote de leishmaniasis
humana en Fuenlabrada, cuando hay un contacto estrecho entre humanos y estos
animales silvestres (cuando el hombre entra en el nicho de estos animales como son
los parques urbanos), la presencia de los vectores y la alta densidad de poblacién de
los reservorios silvestres, la trasmisién de la enfermedad se produce y estos animales
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pueden llegar a ser los responsables de un brote (49,17). Otra situacién diferente es
cuando el contacto entre el hombre y los reservorios es mds directo, como es el caso
de los animales domésticos o de granja o en parques zooldgicos.

Los perros y los gatos, en general, siguen siendo los reservorios principales de
la enfermedad. En la actualidad debido a que la mayoria de los perros estdn bien
protegidos contra las picaduras de fleb6tomos con insecticidas y, a menudo, también
mediante la utilizacién de las vacunas que hay en el mercado, los gatos pueden des-
empefar un papel epidemioldgico importante debido por un lado al gran niimero de
animales y por otro al uso limitado de los insecticidas en gatos. De hecho, en algunas
zonas endémicas, tanto los gatos domésticos como los gatos sin duefo superan en
ndmero a los perros. La importancia de los gatos como reservorio de Leishmania
spp- estd ganando cada vez mds terreno y no sélo porque sea un hospedador acci-
dental (50), pudiendo actuar como (51) reservorios primarios y/o secundarios en la
transmision de Leishmania spp. a humanos y también a perros en focos endémicos.

El zorro es el carnivoro silvestre mds abundante en Europa, con densidades de
poblacién relativamente altas. Ademds es una especie, que por sus habitos puede
considerarse como una conexién entre los distintos ciclos de la enfermedad: silvestre,
rural y urbano (53) y ademds se ha comprobado que tienen una prevalencia alta y por
tanto pueden ser considerados como reservorio de L. infantum, aunque todavia haya
que hacer estudio para demostrar su capacidad para infectar a los flebotomos (52).
También hay varios informes en la literatura sobre lobos infectados, pero el papel
de esta especie salvaje en el ciclo epidemiolégico de L. infantum atn no estd claro.

En general, la dispersién geogrifica de las Leishmaniasis fundamentalmente se
limita principalmente a las zonas mds meridionales de Europa, en particular Grecia,
Italia, Espafa y Portugal, donde las condiciones climatoldgicas de la Cuenca Me-
diterrdnea son la mds favorables para los vectores. En otras zonas de Europa central
(Alemania, Suiza) la notificacién de este tipo de casos es mds escasa (53). Y hasta el
momento, los paises nérdicos no se conocen la presencia de casos de infecciones en
animales por Leishmania que no sean perros. Posiblemente el calentamiento global
puede cambiar esta circunstancia, por lo que hay que estar alerta (54). Otras circuns-
tancias que hay que valorar son los viajes y el realojamiento (adopciones) de perros
y gatos que provienen de zonas endémicas o los movimientos de animales salvajes
entre parques zoolégicos pueden dar lugar a casos clinicos ocasionales en zonas no
endémicas. Por otro lado, no se ha podido comprobar la importancia que tiene la
transmisién no vectorial en los animales silvestres, como se ha visto en humanos y

en los perros (55).

En la literatura hay una gran cantidad de trabajos que describen la infeccién
por Leishmania en diferentes especies de mamiferos distintas de los humanos y los
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perros, o al menos se ha visto que han estado en contacto con estos pardsitos. Las aves
no parecen estar infectadas de forma importante por Leishmania. Las observaciones
reportadas en mamiferos van desde hallazgos mds o menos anecdéticos, en algunos
casos, hasta estudios mds amplios y detallados (17,55,56,57).

Muchos de los estudios se basan en la deteccién de anticuerpos especifico frente
al pardsito, pero también hay otros muchos detectan en diferentes muestras biol4-
gicas ADN del pardsito. Las técnicas moleculares actuales son muy sensibles, pero
un individuo con PCR positiva no significa necesariamente que esté involucrado en
la transmisién del pardsito y lo mismo pasa cuando se emplean otras técnicas para
la deteccién del pardsito.

La falta de conjugados especificos para las diferentes especies de los vertebrados
silvestres dificulta la estandarizacién de las pruebas serolégicas y la comparacién de
datos entre estudios. La utilizacién, aplicacién e interpretacion de la serologia debe
ser utilizada con precaucién, ya que los anticuerpos pueden presentar reacciones
cruzadas, y pueden dar lugar a falsos positivos. Por otro lado, los valores de los pun-
tos de corte tampoco son homogéneos con lo cual en muchas ocasione es dificil la
comparacién de datos y la obtencién de resultados vélidos.

Uno de los mayores problemas con el que nos encontramos es que sigue siendo
dificil determinar realmente si existe una enfermedad o simplemente una infeccién
por el pardsito. Muchas de las especies en las que se ha comprobado la presencia del
pardsito no muestran signos patentes de enfermedad. Por lo tanto, es importante
que la definicién de infeccidn en los animales silvestres se base en la combinacién
de los resultados de serologia, presencia de anticuerpos especificos y la deteccién de

ADN del parisito.

En conclusidn, en las dreas geograficas donde L. infantum es endémica en perros
y humanos, la infeccién y/o enfermedad causada por este agente debe estudiarse en
otras especies de animales. Los programas de vigilancia y seguimiento deben evaluar
la infeccidn en poblaciones domésticas y silvestres y también diagnosticar la enfer-
medad a nivel individual en animales clinicamente sospechosos. Fundamentalmente
para conocer el papel epidemiolédgico de los diferentes grupos de reservorios en orden
de determinar las diferentes estrategias de prevencién y control con impacto en la
infeccién en la Salud Publica.

La dindmica de los reservorios de Leishmania en el contexto europeo es com-
pleja, ya que cada vez hay mds pruebas de que las infecciones por L. infantum no
se limitan a los perros. Los gatos con dueno pueden considerarse un reservorio adi-
cional importante y, ademds, muchas otras especies de mamiferos pueden resultar
infectados y pueden actuar potencialmente como reservorios. Hay que considerar
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que, probablemente, muchas infecciones en animales silvestres sean accidentales, y

que debido al comportamiento hematéfago oportunista de los flebétomos, pueden

originar un brote de leishmaniasis humana.
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CAPITULO 9

Estudios entomolégicos de flebotomos
en la Comunidad de Madrid

Maribel Jiménez"*, Estela Gonzalez', Andrés Iriso?, Ramén Diaz-Regandn’,
Ana Tello’, Sonia Herndndez', Fernando Fuster?, Silvia Miguelanez',
Inés Martin-Martin', Ricardo Molina'*

' Laboratorio de Entomologia Médica, Centro Nacional de Microbiologia,

Instituto de Salud Carlos III, Centro Colaborador de la OMS para Leishmaniasis.

2 Seccién de Zoonosis y Riesgos Bioldgicos Area de Vigilancia de Riesgos
Ambientales en Salud. Direccién General de Salud Pdblica. Consejeria de

Sanidad. Comunidad de Madrid.

3 Departamento de Zoologia y Antropologia Fisica, Facultad de Ciencias
Bioldgicas, Universidad Complutense de Madrid.

4 CIBER de Enfermedades Infecciosas (CIBERINFEC), Instituto de Salud Carlos III.

INTRODUCCION

La vigilancia y el estudio y de los vectores implicados en los focos de leishmaniosis
es fundamental para un mejor conocimiento del papel que juegan en la transmisién
de Leishmania spp. y asi desarrollar y ejecutar programas de control eficientes todo
ello en el contexto de la iniciativa «Una Sola Salud — One Health» (1,2).

En la Comunidad de Madrid (CM) solo dos especies de flebotomos de las siete
descritas en esta regién —Phlebotomus perniciosus Newstead, 1911 y Phlebotomus
ariasi Tonnoir, 1921— pueden ser vectores de Leishmania infantum, siendo P per-
niciosus su principal vector (3).

A mediados de 2010 los sistemas de vigilancia epidemioldgica de la CM aler-
taron de un aumento inusual de casos de leishmaniasis humana en cuatro munici-
pios del suroeste de la CM, fundamentalmente en el de Fuenlabrada y municipios
colindantes como Leganés, Getafe y Humanes de Madrid, dando lugar al mayor
brote comunitario de leishmaniasis humana en Europa. Todos estos municipios
presentan la particularidad de situarse en las inmediaciones de un parque forestal
periurbano de nueva creacién, Bosquesur, con una abundante presencia de lepéridos.
A partir de este momento, el Laboratorio de Entomologia Médica (LEM) del CNM,
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ISCIII elaboré un programa de estudio y vigilancia de flebotomos en los municipios
afectados por este brote, en colaboracién con la Direccién de Salud Pdblica de la
CM (Figura 1). Se realizaron estudios de xenodiagnéstico directo para evaluar la
posible implicacién de liebres y conejos como reservorios en un ciclo silvestre de
leishmaniasis (4,5). Ademds, se planted la ejecucién de un plan de muestreo anual
de flebotomos en las zonas de riesgo identificadas, especialmente en aquellas con
presencia de casos humanos de leishmaniasis. Hay que destacar que desde el inicio
del brote comunitario se han notificado un total de 782 casos asociados al brote (6).

La vigilancia entomoldgica tiene lugar en los meses en los que el vector se mues-
tra activo, entre abril-mayo/octubre-noviembre, dependiendo de las condiciones
climdticas, en las zonas de riesgo identificadas. Una parte importante de esas tareas
de vigilancia se desarrollan en el marco de un contrato de servicios competitivo,
suscrito entre la Consejerfa de Sanidad de la CM y el ISCIII, denominado «Anilisis
para la vigilancia del vector y de los reservorios silvestres transmisores de la leishma-
niasis en la Comunidad de Madrid». Los trabajos se realizan en coordinacién con el
Area de Vigilancia de Riesgos Ambientales en Salud de la Subdireccién General de
Higiene, Seguridad Alimentaria y Ambiental, Direccién General de Salud Publica,
Consejeria de Sanidad de la CM.

Los muestreos de flebotomos se realizan con trampas adhesivas y trampas lumi-
nosas con un triple objetivo: a) identificar y estimar las densidades del vector/vectores
potenciales a partir de las capturas con trampas adhesivas, y describir su dindmica
estacional en la zona de estudio; b) determinar los niveles de infeccién por L. infantum
en las hembras capturadas, mediante diseccién y posterior aislamiento de flagelados
para su cultivo y caracterizacién molecular, y ¢) realizar estudios moleculares con los
especimenes recolectados con trampas, tanto de luz como adhesivas, para conocer las
preferencias alimentarias de las hembras capturadas con sangre en sus estdmagos, asi
como para la deteccién de ADN de L. infantum en los flebotomos capturados.

La informacidn resultante de estos estudios ha sido fundamental para guiar de
una manera mds clara y precisa la eleccién de las medidas de control mds eficaces
en las zonas afectadas (2). Asi mismo, es muy util para orientar la vigilancia en
otras zonas de la CM en las que se den las mismas condiciones medioambientales,
frenando asi la aparicién de nuevos casos de leishmaniasis humana.

En lo que se refiere a los estudios de vigilancia de flebotomos y de xenodiag-
néstico directo en lepéridos realizados desde 2011, estos han sido muy relevantes
dando lugar a numerosas publicaciones de dmbito internacional. Los resultados de
los trabajos llevados a cabo durante los primeros afos de vigilancia entomolégica
han quedado recogidos en varios capitulos que conformaron el libro «Brote de Lei-
shmaniasis en Fuenlabrada y otros municipios de la Comunidad de Madrid» editado
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por la Consejeria de Sanidad, Direccién de Salud Pdblica, CM (7). Asi mismo, un
resumen de los resultados de la vigilancia entomolégica ha quedado recogido en el
libro «Programas de Vigilancia Microbioldgica del Centro Nacional de Microbio-
logfa», editado por el ISCIII, dentro del capitulo correspondiente al Programa de
Leishmaniasis Humana en el Area-9 de la Comunidad Auténoma de Madrid (8).

El cambio global, fundamentalmente la modificacién del uso del suelo con la
creacién de un nuevo parque, Bosquesur, ha favorecido la proliferacién de lepéridos
en la zona, contribuyendo al mantenimiento de elevadas densidades de flebotomos,
siendo en gran medida responsable de la aparicién de este brote.

En la Figura 1 se muestra un mapa parcial de la CM con los municipios situados
en el suroeste de esta Comunidad afectados por el brote de leishmaniasis, en los
que se han realizado los muestreos de flebotomos a lo largo de mds de una década.
Igualmente, aparecen resaltados otros municipios colindantes o no, con aquellos
afectados por el brote, en los que se han llevado a cabo muestreos de flebotomos
en los tltimos afnos. Por otra parte, se ha trabajado en otras zonas del municipio
de Madrid, como el Parque de Valdebebas, por reunir caracteristicas y condiciones
medioambientales similares a las del parque forestal de Bosquesur. Todos estos tra-
bajos quedan recogidos en este capitulo.

Figura 1. Mapa de los municipios donde se han realizado los estudios entomolégicos.
Fuente: QGIS versién 3.10.10 (htips: is.or
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METODOLOGIA EMPLEADA

Métodos de muestreo

Los muestreos se realizan utilizando dos tipos de trampas, cuyas caracteristicas
se detallan a continuacién:

Trampas de luz

Las trampas de luz tipo CDC (John W. Hock®) son trampas de atraccién en las
que los flebotomos son atraidos por una fuente de luz y succionados por la accién
de un ventilador al acercarse a la trampa. Estas trampas constan de una bombilla
incandescente y un ventilador, conectados a una bateria, y una jaula. Los fleboto-
mos quedan atrapados en la jaula sin posibilidad de salir debido a la permanente
corriente de aire ejercida por el ventilador (Figura 2A).

Figura 2. A. Trampa de luz tipo CDC; B. Trampa adhesiva (Fuente: LEM, CNM).
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Trampas adhesivas

Las trampas adhesivas se preparan con hojas de papel de 20 cm X 20 cm im-
pregnadas en aceite de ricino (Figura 2B) que se colocan en las proximidades de los
sitios donde pueden encontrarse los flebotomos. Cuando salen a alimentarse los
flebotomos, quedan adheridos a las mismas, permitiendo determinar la densidad
de flebotomos capturados, mediante el cdlculo del nimero de flebotomos por m?
de superficie muestreada (flebotomos/m?). Para el cilculo de la superficie se ha de
tener en cuenta que cada cara de una trampa tiene una superficie de 400 cm?, y que
los flebotomos pueden quedarse adheridos por ambas caras, por lo que la superficie
total de captura por trampa es de 800 cm?, lo que equivale a 0,08 m?.

Clasificacion taxonémica

Los flebotomos, machos y hembras, capturados con trampas adhesivas, se separan
utilizando un pincel y se colocan en alcohol de 96%, posteriormente se conservan
en alcohol de 70% a 4 °C hasta que son identificados taxonémicamente. La cabeza

y la genitalia son posteriormente montadas en liquido de Hoyer (Figura 3A, 3B,
Figura 4A, 4B y Figura 5A y 5B), respectivamente.

Figura 3. A. Cabeza de una hembra de P. perniciosus; B. Cabeza de una hembra de
Sergentomyia minuta con detalle del cibario (Fuente: LEM, CNM).

Estudios entomolégicos de flebotomos en la Comunidad de Madrid

171



Estudio integral del brote comunitario de leishmaniasis en la Comunidad de Madrid

Figura 4. A. Genitalia de una hembra de P. perniciosus; B. Genitalia
de una hembra de S. minuta (Fuente: LEM, CNM).

Figura 5. A. Genitalia de un macho de P. perniciosus;
B. Genitalia de un macho de S. minuta (Fuente: LEM, CNM).

Los machos y hembras de flebotomos capturados con trampas CDC que llegan
al laboratorio vivos, son separados en tubos diferentes. Las hembras son procesadas
directamente mediante diseccién y aquellas que no sobreviven, asi como las que
presentan sangre en el tubo digestivo se guardan en etanol de 70% a 4 °C para
estudios moleculares posteriores (Figura 6).
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Figura 6. Detalle de flebotomos. Machos, flechas verdes; hembras, flechas rojas.
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(Fuente: LEM, CNM).

Diseccién de hembras de flebotomos capturadas con trampas CDC

Las hembras de flebotomos se anestesian con diéxido de carbono y se depositan
en una placa de Petri que contiene PBS al que se anade una gota de detergente liquido
lo que permite disolver las ceras presentes en la cuticula del insecto, facilitando su
manipulacién. Las disecciones de hembras de flebotomos se realizan con ayuda de
un microscopio estereoscépico y agujas entomoldgicas, permitiendo por un lado la
separacion de la genitalia y la cabeza y, por otro, la extraccién del tubo digestivo que
es examinado bajo un microscopio 6ptico en busca de flagelados. El examen con-
junto de la cabeza y genitalia permite ademds su clasificacién taxondmica (Figura 7).

Figura 7. A, B y C. Secuencia de la extraccion del tubo digestivo de una hembra de flebotomo
con la ayuda de agujas entomolégicas; D. Detalle del tubo digestivo (Fuente: LEM, CNM).
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Estudios moleculares

Extraccién de ADN de flebotomos

Los flebotomos conservados en etanol de 70% a 4 °C se someten individual-
mente a ocho lavados de cinco minutos cada uno en placas de ELISA (Figura 8A).
Posteriormente se observan en un microscopio estereoscépico Meiji EMZ-TR
(Meiji Techno Co. Ltd, Tokyo, Japan) (Figura 8B) para confirmar la presencia o
ausencia de sangre, asi como la cantidad de sangre ingerida en su abdomen segiin
la clasificacién de Delmatova y Demina (1971) (9). Las hembras de flebotomo se
diseccionan con la ayuda de agujas entomoldgicas estériles y en condiciones de es-
terilidad, con el uso de un mechero Bunsen. Se eliminan las patas y las alas, ya que
pueden interferir en los estudios moleculares, y se separan la cabeza y la genitalia
que, posteriormente, se montan en un portaobjetos con una gota de «liquido de
Hoyer». A continuacidn, se llevan a una estufa a 50 °C durante 48 horas con el fin
de aclarar las estructuras internas (Figura 8B). Transcurridas 48 horas de aclarado en
el diquido de Hoyer», se observan las espermatecas y las cabezas de los flebotomos
en un microscopio Carl Zeiss Standard 25 (Zeiss, Alemania) con el fin de identificar
la especie a la que pertenecen, mediante los criterios morfolégicos de Abonnenc y

Minter (1965) (Ver Figuras 3, 4y 5).

Figura 8. Extraccion de ADN de flebotomos; A. Eliminacién de etanol mediante lavados en
agua destilada libre de nucleasas; B. Diseccién de hembra de flebotomo; C. Lisis mecéanica
del térax y abdomen en buffer de lisis (Fuente: LEM, CNM).
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Para la extraccién de ADN de los flebotomos, el térax y el abdomen son lisados
de forma mecdnica, con ayuda de pistilos estériles, en buffer de lisis. A continuacién,
se realiza una lisis con proteinasa K e incubacién durante toda la noche a 56 °C.
Transcurrido este tiempo se continta con la purificacién de ADN en columnas,
con el KIT comercial Speedtools Tissue DNA Extraction Kit (Biotools B&M Labs,
Madrid, Espafa) (Figura 8C). Finalmente, el ADN es eluido en 100 ul de H,O
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estéril libre de nucleasas (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EEUU). Una vez reali-
zada la extraccién, se mide la concentracién y pureza del ADN extraido mediante
el espectrofotémetro Nano™Drop One (Thermo Scientific™). Posteriormente, las
muestras son almacenadas hasta su anilisis a -20 °C.

Estudio de las preferencias alimentarias de las hembras de Phlebotomus perniciosus
y Sergentomyia minuta capturadas y deteccién de Leishmania sp.

El anilisis de la sangre ingerida por las hembras capturadas se realiza mediante
amplificacién de un fragmento de 359 pb de la regién conservada del gen cytd pre-
sente en el ADN mitocondrial de vertebrados, siguiendo los protocolos descritos
previamente (10). Los productos de PCR obtenidos son purificados utilizando el
kit Speedtools PCR Clean-up kit (Biotools B&M Labs, Madrid, Espana) y poste-
riormente secuenciados con el secuenciador ABI PRISM 3730XL DNA Analyzer
(Applied Biosystems®, EEUU). Las secuencias nucleotidicas son analizadas mediante
los programas bioinformdticos ChromasPro (Mc Carthy, Queensland, Australia) y
con el programa DNASTAR (Lasergen v7.1°, Madison, WI). El estudio de las ho-
mologias con las secuencias en las bases de datos de secuencias GenBank se realiza
con el software (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST).

Para la deteccién de L. infantum en P perniciosus, el ADN obtenido de las
hembras de estos flebotomos se utiliza en un protocolo de PCR basado en la ampli-
ficacién de un fragmento de 120 pb que se corresponde con una regién conservada
del ADNK, siguiendo los protocolos descritos previamente, con algunas modifica-
ciones (10,11). Ademds, con el fin de caracterizar los aislados de Leishmania sp., se
realizan las amplificaciones de los fragmentos correspondientes a las regiones trans-
critas internas, ITS1 (319 pb) e ITS2 (740 pb) de los genes ribosomales, seguidas
de la secuenciacién de las mismas, utilizando los protocolos detallados previamente
(11,12,13).

Todas las reacciones de PCR correspondientes a los diferentes protocolos se
llevan a cabo en un termociclador GeneAmp® PCR system 2700 (Applied Biosys-
tems, Foster, CA). En todas las reacciones de PCR se incluyen controles negativos
(agua destilada), blancos de extraccién de ADN y controles positivos. Por otro lado,
todas las masters mix utilizadas en los diferentes protocolos de PCR se realizan en
una cabina de flujo laminar libre de ADN, posteriormente se anaden las muestras
problema en otra cabina utilizada para este fin.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Muestreos entomolégicos realizados por el Laboratorio de Entomologia Médica

Area de estudio, capturas de flebotomos y estudios moleculares

Para la realizacién de los muestreos intensivos de flebotomos se seleccionaron
cuatro estaciones de muestreo y en cada una de ellas se eligieron dos puntos para la
colocacién de las trampas de luz, tipo CDC. Tres de las estaciones de muestreo se
seleccionaron en el municipio de Fuenlabrada, en el Centro de Educacién Especial
Sor Juana Inés de la Cruz (JIC), Centro de Educacién Ambiental de Bosquesur
(BOS) y en el Instituto de Educacién Secundaria (IES) Atenea (ATE) y la cuarta,
en el municipio de Leganés, en el Centro de Educacién Ambiental de Polvoranca
(POL). Tres de estas cuatro estaciones se encuentran situadas adyacentes al drea
urbana y préximas al parque periurbano Bosquesur, y la cuarta dentro del parque
(Figura 9). La altitud de estas estaciones oscila entre 655 y 691 m.

Figura 9. Mapa de la zona donde se lleva a cabo el estudio entomolégico intensivo y
localizaciéon de las estaciones de muestreo. Estaciones de muestreo en los municipios
de Fuenlabrada (JIC, BOS y ATE) y Leganés (POL). NAR. Punto de muestreo que se
corresponde a una vivienda del barrio de «El Naranjo» de Fuenlabrada. Fuente: QGIS

versién 3.10.10 (https://qgis.org).
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En los muestreos intensivos los flebotomos fueron capturados en las cuatro
estaciones seleccionadas durante el periodo de actividad de los flebotomos, de mayo
a octubre de 2012, 2013 y 2014 respectivamente. Todos los meses y durante dos
noches consecutivas se colocaron en cada estacién de muestreo 20 trampas adhesivas
(20 x 20 cm) y 2 trampas de luz tipo CDC, estas dltimas reemplazadas a las 24 horas
(Figuras 2A y 2B). El objetivo del trabajo fue conocer la fenologia de P perniciosus
en el foco de leishmaniosis y estudiar su relacién con los niveles de infeccién por L.
infantum en las hembras capturadas (11).

A partir de 2015 y hasta la actualidad los muestreos solo se realizan con trampas
tipo CDC en las cuatro estaciones de muestreo citadas anteriormente. Durante los
meses de actividad de los flebotomos se coloca en cada estacién una sola trampa de
luz, en uno de los dos puntos de muestreo de cada una de las estaciones (Figura 9).

En el plan de muestreo disefiado por el LEM en la zona del brote, desde 2012
a 2022, se han capturado un total de 58.520 flebotomos de los cuales n=45.959
fueron clasificados taxonémicamente como P perniciosus y n=12.561 como S. mi-
nuta. En la Tabla 1 aparecen desglosados los datos de las capturas realizadas por
afo y tipo de trampa.

La identificacién taxondmica sittia a P perniciosus como la especie mayoritaria en
el foco, con un promedio de densidad de 193,6 flebotomos/m? calculada a partir de
las capturas realizadas con las trampas adhesivas a lo largo del periodo de actividad
correspondiente a los tres afos de muestreo intensivos 2012-2014 (11).

Figura 10. Evolucién de las tasas de infecciéon de P. perniciosus
en relacién con el nomero de casos de leishmaniosis humana.
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Tabla 1. Resumen de flebotomos recolectados en los muestreos realizados por el LEM 2012-2022.

NuUmero de hembras disecadas y aislados de L. infantum caracterizados.

Brote de
fuenlabrada Pp Sm Pp Sm Pp Sm Pp Sm Pp Sm Pp Sm Pp Sm Pp Sm Pp Sm Pp Sm Pp Sm Pp Sm  Total
Tra.mPas 6053 2772 5553 3076 6840 4329 - - - - - - - - - - - - - - - - 18446 10177 28623
adhesivas
% 9 capturadas 10 40,1 9 43,4 10,2 43,2 9,7 422 26
E;Trf)oa:as 8044 446 3469 308 4037 196 3823 452 1433 81 978 149 1187 134 346 22 1416 135 1837 261 943 200 27513 2384 29897
% @ capturadas 53,4 32399 49,7 426 25 463 469 57,1 444 412 564 433 59 367 545 398 548 354 383 228 40 41,7 45,5 43,6
Total 14097 3218 9022 3384 10877 4525 1770 212 1433 81 978 149 1187 134 346 22 1416 135 1837 231 943 200 45959 12561 58820
Q Disecadas 736 54 864 125 1604 42 1770 212 754 38 401 42 488 79 116 12 364 51 348 81 209 79 7654 815 8469
Q Positivas 19 0 57 0 41 0 34 0 21 0 5 0 5 0 3 0 0 0 2 2 5 1 192 3 195
Q Infectadas 2,6 1,9 6,6 0 2,6 0 1,9 0 2,8 0 1,2 0 1 0 2,6 0 0 0,6 2,5 2.4 2.4 1,3 2,5 0,5 2,3

Cepas de L. 14 0 44 0 9 0 15 0 - - - - - - - - - - - - - - 82 0 82

infantum
caracterizadas

Pp: Phleboromus perniciosus y Sm: Sergentomyia minuta.
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Por otro lado, se realizaron las disecciones de un total de n=7.654% de R per-
niciosus, capturadas mediante trampas CDC en las cuatro estaciones de muestreo
seleccionadas (Figura 9) encontrdndose un total de 1929 positivas (2,5%) de las
cuales 199 infectadas en 2012 (2,6%), 57 (6,6%) en 2013, 41 (2,6%) en 2014, 34
(1,9%) en 2015, 21 (2,8%) en 2016, 5 (1,2%) en 2017, 5 (1%) en 2018, 3 (2,6%)
en 2019, 0 (0%) en 2020, 2 (0,6%) en 2021 y 5 (2,4%) en 2022 (Tabla 1). La evo-
lucidén de las tasas de infeccién en relacién con el niimero de casos de leishmaniosis
humana, que hasta la fecha se sittia en 782, se muestra en la Figura 10.

Figura 11. A. Tubo digestivo de P. perniciosus infectado con promastigotes de Leishmania
sp. con detalle de la valvula estomodeal; B. Ampliacién de la valvula estomodeal donde
se pueden observar los promastigotes de Leishmania sp. (Fuente: LEM, CNM).

Entre 2012 y 2015 se observaron promastigotes de Leishmania sp. en las disec-
ciones realizadas a 1519 de P perniciosus capturadas en las 4 estaciones de muestreo
(Tabla 1 y Figuras 7, 11A y 11B). Los promastigotes se inocularon inicialmente en
medio M-199. Posteriormente, aquellos cultivos que progresaron en este medio,
n=382, fueron cultivados en masa en medio RPMI.

El cultivo en masa de los promastigotes de los 82 aislados permiti6 contar con
el material suficiente para la extraccién de su ADN vy asi realizar la amplificacién y
posterior estudio de las secuencias de las regiones transcritas internas, ITS1 e ITS2
de los genes ribosomales (11). En la Tabla 2 se muestra el nimero de aislados de
Leishmania sp. caracterizados por estacién de muestreo y afio. Todas las secuencias
obtenidas fueron idénticas a las de los aislados de L. infantum procedentes de lie-
bres, conejos y humanos de la zona del brote pertenecientes todas ellas al genotipo
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«Lombardi» (4,5,11,14). Se ha constatado la presencia de este mismo genotipo en
liebres y conejos de la zona mediante estudios de xenodiagnéstico directo (4,5) y
en hembras de P perniciosus analizadas mediante métodos moleculares, con la ex-
cepcién de una hembra capturada en 2020 en la estacién de muestreo situada en
Leganés (POL), en la que se pudo identificar L. infantum genotipo «A», genotipo
responsable de casos de LV y LC en otras zonas de la CM (14).

Tabla 2. Aislados de Leishmania sp. caracterizados por estacion de muestreo y por aio.

EST:(IEIIOO/NES ATE BOS POL e TOTAL caraizz?iados
2012 5 4 7 3 19 14
2013 2 20 19 16 57 44
2014 3 16 1 21 41 9
2015 6 17 4 3 30 15
Total 16 57 31 43 147 82

En lo que se refiere a la virulencia de L. infantum genotipo «Lombardi», esta se
ha podido demostrar mediante un modelo natural de transmisién de leishmaniasis
visceral en hdmsteres en el que se utilizaron hembras de P perniciosus, procedentes
de la colonia del LEM, infectadas experimentalmente con dos de los aislados obteni-
dos mediante diseccién de hembras de P perniciosus capturadas en la zona del brote
(15). Asi mismo lo trabajos de caracterizacién de la virulencia de estos aislados, en
un modelo ex vivo (16) y en otro modelo experimental iz vivo utilizando ratones
(17), han podido confirmar la elevada virulencia de los mismos. Por otro lado, se
ha podido demostrar también que estos aislados presentan una baja capacidad de
infectar células caninas iz vitro (18). Esto, junto a una mayor proteccién de los
perros, darfa respuesta a la baja seroprevalencia de leishmaniasis canina encontrada
en los perros de la zona (19).

Por otra parte, durante la realizacion de las disecciones de las hembras de P
perniciosus capturadas se pudo observar una elevada densidad de parésitos en el tubo
digestivo de las infectadas (Figura 11A y 11B). Hay que destacar que las altas cargas
de pardsitos en el intestino medio de los flebotomos se han correlacionado con un
patrén de alimentacién persistente que conduce a un aumento en la transmisién de
Leishmania (20). Por lo tanto y con la finalidad de poder establecer la carga parasitaria,
se realizé una PCR en tiempo real (QPCR) a partir del ADN obtenido de n=68%
de P perniciosus en las que se habia detectado previamente L. infantum mediante
PCR convencional. El 70% de las hembras analizadas en este estudio presentaron un
ndmero significativo de pardsitos en sus tubos digestivos, con infecciones superiores
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a 10.000 pardsitos/reaccién en el 16,2%, llegando a situarse la carga parasitaria en
un ejemplar en los 100.000 parsitos/reaccién (21).

Por otro lado, en la dltima década, desde 2012-2022, se estudiaron por métodos
moleculares un total de n=1375% de P perniciosus capturadas mediante trampas
de luz y trampas adhesivas en la zona del brote (Figura 9). Se realiz6 la deteccién
molecular de L. infantum en n=814% de P, perniciosus, capturadas sin sangre en sus
estomagos, y se detect6 L. infantum en n=56 (6,9%).

El estudio de las preferencias alimentarias y deteccién de L. infantum por méto-
dos moleculares se realiz6 en un total de n=561% de P perniciosus capturadas en la
zona del brote que presentaban sangre en sus tubos digestivos. El andlisis molecular
de la sangre ingerida por n=437% de R perniciosus del brote mostré que el 75,9%
era sangre de conejo (7,8% infectadas por L. infantum), el 18,3% de liebre (21,2
% infectadas por el pardsito), el 3,2% de gato y el 1,1% de sangre humana. Asi
mismo, se identificé sangre de perro (n=1), caballo (n=1), hurén (n=1) y gallo (n=1)
en n=4% de P perniciosus, representando un 0,2% en cada una de ellas. Ademds, se
identific6 una alimentacién mixta en n=2% de R perniciosus. Todos estos resultados
sugieren un cardcter oportunista de las hembras de P perniciosus en cuanto a sus
preferencias alimentarias. La tasa de infeccién por L. infantum en las n=124% de P
perniciosus en las que no se logré identificar la sangre (22,1%) se situ6 en el 12,1%.

Por otra parte, las observaciones realizadas de formas compatibles con 7rypa-
nosoma sp. en las hembras de P perniciosus durante los ensayos de xenodiagndstico
llevados a cabo en conejos capturados en la zona del brote (5) motivé el estudio de
n=155% de R perniciosus en las que se detectd sangre de conejo en su tubo digestivo
siendo n=15 (9,7%) positivas a L. infantum. En conclusién, se pudo describir por
primera vez la presencia de Trypanosoma nabiasi en n=20 (12,9%) hembras de P
perniciosus capturadas en la zona del brote que se habfan alimentado de sangre de
conejo. Ademds, se pudo detectar la coinfeccion de L. infantum! T. nabiasi, en n=19
de P perniciosus (22).

Muestreos con trampas CDC realizados en una vivienda del barrio «El Naranjo» en
el municipio de Fuenlabrada

Desde el ano 2012 hasta el 2017, se realizaron muestreos con trampas CDC en
la parte exterior de una vivienda situada en el barrio de «El Naranjo». En algunos
casos la trampa CDC se colocé en el interior de la vivienda (aseo y comedor). En
la Figura 12A se muestra la localizacién de la vivienda en el barrio «El Naranjo» y
en la Figura 12B y C un detalle de la trampa de luz colocada en la fachada de la

primera planta de la vivienda.
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Figura 12, A. Localizacién de la vivienda en el barrio «El Naranjo»
que bordea el parque; B y C. Detalle de la trampa de luz colocada en la zona
de tendederos de la primera planta de la vivienda (Fuente: LEM, CNM).

El ndmero total de hembras de P perniciosus capturadas se situé en n=629 y
el de machos en n=92. En cuanto al nimero de hembras capturadas en el interior
de la vivienda fue de n=32 en 2012, n=5 en 2013, n=14 en 2016 y n=3 en 2017
(Figura 13A). Se realizaron las disecciones de n=562% de flebotomo, encontrandose
un total de 11 de ellas positivas (1,95%), siendo el porcentaje de hembras infectadas
por afo del 8,5% en 2013, 1,8% en 2014 y 2016y 2,5% en 2017 (Figura 13B).

Todas las hembras positivas se capturaron en el exterior de la vivienda.

Figura 13. A. Nomero de hembras de P. perniciosus capturadas por aio en el exterior de
una vivienda situada en el barrio de «El Naranjo», Fuenlabrada. B. Nomero de hembras
de P. perniciosus positivas a L. infantum por diseccién y por afio de muestreo.
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Por otro lado, se realizé la deteccién molecular de L. infantum en un total
de n=23% capturadas, en 2016 (n=4) de las cuales n=3 presentaban sangre en su
tubo digestivo y, en 2017 (n=19), de las cuales n=3 presentaban sangre en el tubo
digestivo. Se pudo detectar L. infantum genotipo «Lombardi» en una hembra de
P, perniciosus capturada en el exterior de la vivienda en 2017. En cuanto al estudio
de las preferencias alimentarias se encontré sangre de origen humano en 39 de P
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perniciosus capturadas en el interior de la vivienda en 2016 y en 2% capturadas en
2017. Ademds, se detectd sangre de conejo en 19 de P perniciosus capturada en la
fachada de la vivienda.

Otros muestreos entomolégicos realizados en colaboracién con la Comunidad de
Madrid en los municipios afectados por el brote

Muestreos de flebotomos y estudios moleculares realizados con trampas adhesivas
y luminosas en la zona del brote

Estos muestreos son realizados por los Técnicos de los Ayuntamientos de los
diferentes municipios, en casi su totalidad, con trampas adhesivas. Se seleccionaron
4 estaciones de muestreo en Humanes de Madrid, 18 en Leganés, 20 en Getafe y 29
en Fuenlabrada (Figura 14). Las trampas adhesivas son examinadas en la Facultad
de Ciencias Biolégicas, UCM vy se envian hembras de flebotomos al LEM para la
identificacién de la sangre ingerida por las mismas y llevar a cabo la deteccién de
Leishmania sp., mediante métodos moleculares.

Figura 14. Mapa de la zona donde se ha llevado a cabo el estudio entomolégico con
trampas adhesivas y localizacién de las estaciones de muestreo en los municipios de
Fuenlabrada, Getafe, Leganés y Humanes de Madrid. Fuente: QGIS versién 3.10.10

(hitps://qgis.org).
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Desde 2012 a 2022 se estudiaron un total de n=22109 de P perniciosus. En la Tabla
3 se muestra el total de hembras analizadas y el nimero de hembras positivas, en las que
se detectd L. infantum, en cada uno de los municipios donde se realizaron los muestreos.
Del total de hembras analizadas, n=1210 contenian sangre en su tubo digestivo, de las
cuales fueron positivas a L. infantum n=137 (11,3%). Asi mismo, se estudiaron n=10009
de P perniciosus sin sangre y se pudo detectar L. infantum en n=20 (2%) de ellas.

Tabla 3. Nomero total de hembras de P. perniciosus analizadas y nimero de positivas
en cada uno de los municipios estudiados.

N.c Q@ P, perniciosus

MUNICIPIO N.° de P, perniciosus analizadas positivas L. infantum (%)
Leganés 930 131 (14)
Fuenlabrada 939 20 (2,15)
Getafe 329 5(1,52)
HUmanes de Madrid 12 1(8,33)
TOTAL 2210 157 (7,1)

En cuanto al andlisis de las preferencias alimentarias de las n=1210% de P per-
niciosus con sangre se logré identificar el origen de la sangre ingerida en n=964%
(79,7%). De las n=964 9 con sangre estudiadas el 55,6% presentaron sangre de
liebre (18,5% infectadas) y el 28,7% sangre de conejo (5,1% infectados). Se iden-
tific6 ademds la sangre de 6 especies de mamiferos y 3 de aves, y se detectaron 5
ingestiones mixtas, confirmandose el cardcter oportunista en relacién con los hdbitos
alimenticios de P, perniciosus (23).

Por otra parte, hay que destacar el estudio molecular de n=377% de S. minuta
capturadas en los cuatro municipios afectados por el brote (Figura 14). El andlisis
de la sangre ingerida en n=310% de S. minuta, con sangre en el tubo digestivo, ha
revelado que sus preferencias alimentarias no solo se limitan a los reptiles, sino que
se extienden también a mamiferos, incluidos los humanos. Se identific6 sangre de
mamifero en n=23% (Homo sapiens, n=18; Oryctolagus cuniculus, n=2; Lepus gra-
natensis, n=2'y Bos taurus, n=1), lo que denota un cierto caricter antropofilico de
S. minuta. Asi mismo, se pudo detectar Leishmania sp. relacionada con las especies
encontradas en reptiles en hembras de P perniciosus alimentadas con sangre humana
(24). Excepcionalmente se ha podido detectar Leishmania sp., similar a la hallada en
S. minuta, en una hembra de P perniciosus capturada en 2018 en un punto de mues-
treo del Parque Polvoranca (Leganés). Los hallazgos obtenidos en nuestro trabajo no
aportan ninguna evidencia por ahora de la posible patogenicidad de la Leishmania
sp. detectada en las S. minuta capturadas en la zona del brote de leishmaniasis del

suroeste de la CM (24).
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Muestreos de flebotomos y estudios moleculares realizados con trampas luminosas

en la zona del brote

Estos muestreos, como se indicé anteriormente, fueron realizados por Técnicos

de la Subdireccién General de Sanidad Ambiental de la CM en los municipios de

Fuenlabrada y Getafe.

Municipio de Fuenlabrada

En septiembre de 2018 se colocaron 8 trampas de luz en el municipio de
Fuenlabrada en 5 estaciones de muestreo: IES Jovellanos, Parque Loranca, Centro
de Educacién Vial, Escuela de Educacién Infantil El Lago e IES Victoria Kent. Por
otro lado, en octubre de 2019 se colocaron 3 trampas CDC en IES Jovellanos, IES
Dionisio Aguado y en la Escuela de Educacién Infantil «El Cocherito Lere». Y por
ultimo en octubre de 2020 se colocaron 6 trampas CDC (2 trampas en cada punto
de muestreo) en las estaciones de IES Lago, IES Africa, CEIP Benito Pérez Galdés.
Todos los puntos muestreados se recogen en la Figura 15.

Figura 15. Estaciones de muestreo seleccionadas en el municipio de Fuenlabrada. Mapa
de la zona donde se ha llevado a cabo el estudio entomolégico y localizacién de las
estaciones de muestreo. Fuente: QGIS version 3.10.10 (https://qgis.org).
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La Tabla 4 muestra los resultados de los muestreos realizados en la zona urbana
del municipio de Fuenlabrada. Hay que subrayar la deteccién de L. infantum geno-
tipo «Lombardi» en n=4% de P perniciosus capturadas en la estacion de muestreo
IES Gaspar Melchor de Jovellanos y en n=1% de P, perniciosus capturada en EEI
Lago en 2018.

Tabla 4. Nomero de hembras de P. perniciosus estudiadas mediante métodos
moleculares por estaciéon y aio de muestreo.

N.o de @ de P, perniciosus analizadas / N.° de Q@ positivas (%)

Estacién de muestreo

2018 2019 2020 Total
IES Gaspar Melchor de Jovellanos 150/4* (2,66) 21 171/4* (2,33)
Parque Loranca 3 - - 3
Centro de Educacién Vial 14 - - 14
EEI El Lago 79/1* (1,26) - 1 80/1* (1,25)
IES Victoria Kent 56 - - 56
IES Dionisio Aguado - 3 - 3
EEI Cocherito Leré - 2 - 2
IES Africa - - 2 2
CEIP Benito Pérez Galdés - - 2 2
TOTAL 302/5* (1,65) 26 5 333/5* (1,50)

*Leishmania infantum genotipo «Lombardi».

Municipio de Getafe

En septiembre de 2021 se colocaron trampas de luz tipo CDC en dos puntos
de muestreo situados en la estacién del Depésito del Canal de Isabel Il y en tres
puntos del Parque de la Alhéndiga (Cantén Municipal). Por otro lado, en julio de
2022 se colocaron tres trampas CDC en el Parque de la Alhéndiga, en las estaciones
de muestreo, Caseta, Almacén y Patio Casa (Figura 16).
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Figura 16. Estaciones de muestreo en el municipio de Getafe. Mapa de la zona donde
se ha llevado a cabo el estudio entomolégico con la localizacién de las estaciones de
muestreo. Fuente: QGIS versién 3.10.10 (https://qgis.org).
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Se capturaron en total n=1286 flebotomos en los puntos de muestreo seleccio-
nados, de los cuales n=340 fueron hembras y n=946 machos (Tabla 5), estos tlti-
mos fueron clasificados taxonémicamente y las hembras se estudiaron por métodos
moleculares.

En cuanto al estudio molecular de las n=340% de flebotomos, capturadas con
trampas CDC en Getafe en 2021, es importante destacar el nimero de hembras
de P perniciosus infectadas en la estacién de muestreo Cantén Municipal Parque
Alhéndiga y més concretamente en el punto de muestreo Caseta (n=9, 13,2%), con
la presencia de L. infantum genotipo «Lombardi», confirmado en 3 de las hembras.
No se consiguié determinar el genotipo de L. infantum en las n=6% restantes.
Ademis, fue posible la identificacién de sangre humana en una de las hembras in-
fectadas. Por otro lado, hay que senalar la presencia de sangre de conejo y sangre de
gato en n=3 y n=1 hembras, respectivamente capturadas en el punto de muestreo
identificado como Patio Casa. En el punto de muestreo denominado Almacén, se
pudo detectar sangre de conejo en n=5% de P, perniciosus y sangre de gato en n=19
de P, perniciosus. Con respecto a las hembras estudiadas en la estacién de muestreo
Canal de Isabel II todas resultaron negativas a L. infantum. Se ha podido identificar
sangre de conejo en n=8%.
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Tabla 5. Nomero total de flebotomos capturados y numero de hembras de P.
perniciosus positivas en el muestreo realizado en Getafe en 2021.

&) Q
Estaciones de muestreo Total
Sm Pp Sm Pp
0 26 3 35
Entrada depésito 64
Depésito Canal de 26 38
Isabel II 4 24 15 15
Caseta registro 58
28 30
68/9*
14 232 0
Caseta (13,2%) 315
246 69
. .- 13 406 9 133
Cantdén municipal Almacén 561
419 142
9 218 3 59
Patio casa 289
227 62
40 906 30 310
TOTAL 1286
946 340

* n=3 Lesishmania infantum genotipo Lombardi.

En julio de 2022 tnicamente se realizaron muestreos en el Cantén Municipal.
Se capturaron un total de 399 de flebotomos, realizdndose la disecciéon en 149 de 2
perniciosus que resultaron negativas. En cuanto a las 259 restantes (16 P perniciosus
y 9 S. minuta), analizadas por métodos moleculares, también fueron negativas. Hay
que destacar la presencia de sangre de conejo en el tubo digestivo de una hembra de
P, perniciosus capturada en el punto de muestreo denominado Almacén.

Muestreos entomolégicos realizados en municipios no afectados por el brote

En estos trabajos, las trampas luminosas tipo CDC fueron colocadas por Téc-
nicos de la Subdireccién General de Sanidad Ambiental de la CM en los diferentes
municipios. El LEM colaboré en los muestreos de Méstoles y Alcorcén.

Municipio de Parla

Desde el ano 2016 a 2021 con excepcidn de 2019 se colocaron trampas de tipo
CDC en un total de 7 puntos de muestreo del municipio de Parla (Figura 17). En

septiembre de 2017 se realizaron los muestreos con trampas CDC en los IES de
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Humanejos y La Laguna y en septiembre de 2018 se colocaron trampas CDC en el
IES Las Américas, en el Centro de Educacién Infantil y Primaria Antonio Machado,
y en los IES La Laguna, Elkin Patarroyo y Humanejos I y II. En septiembre de 2020
también se colocaron trampas en las estaciones IES Humanejos I y II, CPA Parla e

IES La Laguna, y en julio de 2021 en el IES Humanejos y el CPA Parla.

Figura 17. Estaciones de muestreo en el municipio de Parla. Mapa de la zona donde se
ha llevado a cabo el estudio entomolégico y localizacién de las estaciones de muestreo.
Fuente: QGIS versién 3.10.10 (https://qgis.org).
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En total se analizaron un total de n=327% de P, perniciosus mediante métodos
moleculares a lo largo de los 5 anos de muestreo. En la Figura 18 se muestra el nd-
mero de hembras de P perniciosus estudiadas por afio de muestreo. Es de destacar
la deteccién de L. infantum genotipo «Lombardi» en una hembra de P perniciosus
capturada en 2020 en la estacién de muestreo correspondiente al IES Humanejos

(Figura 17).
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Nimerode hembras de P. pemiciosus

Figura 18. Hembras de P. perniciosus estudiadas por métodos moleculares
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Municipios de Méstoles y Alcorcén

En el mes de septiembre de 2019 se realizaron capturas con trampas de Luz tipo
CDC en los municipios de Alcorcén y de Méstoles. En Alcorcén se seleccionaron
dos puntos de muestreo en los IES Luis Bufiuel y Parque de Lisboa (Figura 19B)
en cada punto de muestreo se coloc6 una trampa tipo CDC. En el municipio de
Moéstoles se seleccionaron dos puntos de muestreo situados en los IES Manuel de
Falla y Juan Gris. En 2020 y en julio de 2021 solo se realizaron muestreos en el
municipio de Méstoles, colocindose una trampa CDC en cada una de las siguien-
tes estaciones de muestreo: Centro de Educacién Infantil y Primaria (CEIP) Celso
Emilio Ferreiro (Parque Coimbra) y en el IES Juan Gris, ambas en el municipio de

Moéstoles (Figura 19A).
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Figura 19. Estaciones de muestreo en los municipios de Méstoles (A) y Alcorcén (B). Mapa
de la zona donde se ha llevado a cabo el estudio entomolégico y localizacién de las
estaciones de muestreo. Fuente: QGIS version 3.10.10 (https://qgis.org).
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En septiembre de 2019 se capturaron n=5% de P perniciosus en el municipio

de Alcorcédn, resultando todas las disecciones negativas. Por otro lado, se realizaron
las disecciones de n=5% y n=119 de P perniciosus capturadas en el municipio de
Moéstoles, en los meses de septiembre de 2019 y julio de 2021, respectivamente,
resultando todas negativas también. En 2020 se capturaron 729 de P perniciosus
que fueron analizadas mediante métodos moleculares. En esta ocasién, hay que
destacar la deteccién de L. infantum genotipo «Lombardi» en una hembra de P
perniciosus capturada en el CEIP Celso Emilio Ferreiro, situado en la urbanizacién

Parque Coimbra de Méstoles (Tabla 6).

Municipios de Pinto y Valdemoro

Los muestreos en los municipios de Pinto y Valdemoro se realizaron en sep-
tiembre de 2019. Se colocaron trampas de luz de tipo CDC en los dos puntos de
muestreo del municipio de Pinto: IES Pablo Picasso y CP Buenos Aires. Asi mismo,
se colocaron trampas en los puntos de muestreo IES Matias Bravo y CEIP Vicente
Aleixandre del municipio de Valdemoro.

En los muestreos de flebotomos realizados en 2019 se capturaron n=6% y n=29%
de P perniciosus en Pinto y Valdemoro, respectivamente. Se analizaron mediante
métodos moleculares, resultando ser todas ellas negativas (Iabla 6).
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Figura 20. Estaciones de muestreo en los municipios de Pinto y Valdemoro. Mapa de la
zona donde se ha llevado a cabo el estudio entomolégico y localizacién de las estaciones
de muestreo. Fuente: QGIS versién 3.10.10 (hitps: is.or
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Municipios de Sevilla la Nueva, Cubas de la Sagra y Grifién

En el municipio de Sevilla la Nueva se seleccionaron dos puntos de muestreo
en octubre de 2020, Escuela Infantil Juana LLandres e IES Sevilla La Nueva, donde
se colocaron una y dos trampas CDC, respectivamente (Figura 21A). Por otro lado,
en 2019 se colocaron trampas en el CEIP Nuestra Sefiora de la Soledad y en el De-
p6sito del Canal de Isabel IT (CYII) de Cubas de la Sagra, en octubre de 2020 solo
se colocaron trampas CDC en el Depésito del CYII (una trampa) y en el Depésito
Municipal (2 trampas) de este mismo municipio. En el municipio de Grifidén se

muestreo en 2019, en el IES Grindn y en el CEIP Garcilaso de la Vega (Figura 21B).
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Figura 21. Estaciones de muestreo en los municipios de Sevilla la Nueva (A), Cubas de la
Sagra y Griién (B). Mapa de la zona donde se ha llevado a cabo el estudio entomolégico y

localizacién de las estaciones de muestreo. Fuente: QGIS version 3.10.10 (htips: is.org).
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Todas las hembras de P perniciosus capturadas en los muestreos llevados a cabo
en los municipios de la Figura 21 fueron analizadas mediante métodos moleculares.
Los resultados se muestran en la Tabla 6. Hay que destacar la deteccién de L. in-
Jfantum genotipo «Lombardi» en n=1% de P perniciosus capturada en el municipio

de Cubas de la Sagra en 2019.

Municipios de Alcald de Henares y Coslada

En septiembre de 2019 se coloc6 una trampa de luz tipo CDC en cada una de
las 5 estaciones de muestreo seleccionadas en el municipio de Alcald de Henares:
Escuela de Educacién Infantil Puerta de Madrid, Centro de Rehabilitacién Psico-
social, IES Ldzaro Carreter, Colegio Publico Alicia de Larrocha, IES Complutense

(Figura 22A).

En la Figura 22B se muestran los 4 puntos de muestreo en el municipio de
Coslada donde se colocaron trampas de tipo CDC en octubre de 2020: IES Manuel
de Falla, IES Maria Moliner, Colegio de Educacién Infantil y Primaria Menéndez
Pidal y el CEIP Alfredo Landa. En todas las estaciones se colocaron 2 trampas de
tipo CDC con excepcién del CEIP Alfredo Landa donde tnicamente se colocé una.

En total se capturaron n=129 de flebotomos en las 5 estaciones de muestreo de
Alcald de Henares: 49 y 53 de P, perniciosus y por otro lado 29 y 13 de S. minuta,
repartidos en las estaciones de Puerta de Madrid, Ldzaro Carreter y La Rocha, no
se capturd ningtin ejemplar en las otras dos estaciones. Se realizaron las disecciones
de las hembras resultando todas negativas.
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Figura 22, Estaciones de muesireo en los municipios de Alcald de Henares (A) y Municipio
de Coslada (B). Mapa de la zona donde se ha llevado a cabo el estudio entomolégico y
localizacién de las estaciones de muestreo. Fuente: QGIS version 3.10.10 (https://qgis.org).
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En la Tabla 6 se muestran el resumen de los resultados obtenidos correspondientes
a la deteccién molecular de L. infantum realizada en las hembras de P perniciosus
capturadas en las estaciones de muestreo seleccionadas en los diferentes municipios
de la CM (Figuras 1, 17, 19, 20, 21 y 22) con la excepcién del municipio de Parla.
Hay que destacar la deteccién de L. infantum genotipo «Lombardi» en n=29 de P
perniciosus capturadas en los municipios de Cubas de la Sagra y Méstoles en 2019
y 2020, respectivamente.

Tabla 6. Resultados del andlisis molecular realizado en las hembras de P. perniciosus
capturadas en los diferentes municipios muestreados.

N.o de @ de P pernicious analizadoas (N.° positivas)/Afio

Municipio

2019 2020 2021 Total
Méstoles - 75 (1%) - 75 (1%)
Alcorcén - - - -
Sevilla la Nueva - 9 (0) - 9
Cubas de la Sagra 34 (1*%) 3 (0) 4 (0) 41 (1%
Coslada - 2 (0) - 2
Alcald de Henares - - -
Pinto 6 (0) - - 6
Valdemoro 2 (0) - - 2
Grifion 4 (0) - - 4
Total 46 (1%) 89 (1%) 4(0) 139 (2%)

*Leishmania infantum genotipo «Lombardi».
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Muestreos entomolégicos en otras dreas de interés del municipio Madrid

Durante los dltimos afios, la vigilancia entomoldgica se ha ido ampliando a otras
zonas como el Parque Forestal de Valdebebas, al noreste del municipio de Madrid.

En septiembre de 2016 y julio, agosto y septiembre de 2017, 2021 y 2022
se llevaron a cabo muestreos entomoldgicos con trampas CDC en dicho parque.
Se seleccionaron inicialmente 6 estaciones de muestreo situadas en el interior del
parque colocando en cada una de ellas una trampa de luz tipo CDC. El niimero
de estaciones se incrementé a 8 en el verano de 2021 y a 12 en 2022 (Figura 23).

Figura 23. Localizacién de las estaciones de muestreo en el Parque Forestal de
Valdebebas donde se ha llevado a cabo el estudio entomolégico. Fuente: QGIS version

3.10.10 (https://qgis.org).
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En los cuatro afos en los que se han llevado a cabo los muestreos en el Parque
Forestal de Valdebebas se ha capturado un total de n=1132 flebotomos (n=774 P
perniciosus y n=358 S. minuta). Se efectuaron disecciones de 2389 de P perniciosus.
Por otro lado, se realizé la deteccién de L. infantum y la identificacién de la sangre
ingerida por las hembras capturadas con sangre en su tubo digestivo. Como hallazgo
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destacable cabe mencionar que se ha podido detectar L. infantum genotipo «Lombar-
di» y L. infantum genotipo A en algunas de las hembras de P perniciosus capturadas.

Estos resultados han sido presentados en el Congreso de la SOCEPA celebrado
en Madrid en 2022 (25) y serdn préximamente publicados en una revista indexada.

CONCLUSIONES

* Phlebotomus perniciosus es la especie responsable de la transmisién de Leish-
mania infantum en los municipios afectados por el brote, presente en altas
densidades, en otros términos municipales de la Comunidad de Madrid y
en otras dreas del municipio de Madrid.

e Las tasas de hembras de P perniciosus infectadas en la zona son muy elevadas
situdndose en los dltimos 12 afos en el 2%, en promedio.

* Las elevadas densidades de promastigotes de L. infantum observadas tras
la diseccién de los tubos digestivos de las hembras infectadas se han visto
corroboradas mediante PCR en tiempo real (QPCR).

* El anilisis del origen de la sangre ingerida por las hembras de P pernicio-
sus, junto con el hallazgo de hembras de este vector altamente infectadas,
confirma la estrecha asociacién entre flebotomos, liebres y conejos en el
parque Bosquesur, erigiéndose estos lepéridos en la fuente de alimentacién
principal de las hembras. Se confirma también el cardcter oportunista de 2
perniciosus en cuanto a hébitos alimenticios se refiere, pues se han detectado
otras fuentes de alimentacién de sangre.

 Se confirma la omnipresencia de L. infantum genotipo «Lombardi» en las
hembras de P perniciosus capturadas en los municipios afectados por el brote,
asi como en otros municipios como Parla, Cubas de la Sagra y Méstoles.
Asi mismo, se ha detectado este genotipo en hembras de P perniciosus cap-
turadas en un 4rea del municipio de Madrid, como es el Parque Forestal de

Valdebebas.

* Las cepas de L. infantum genotipo «Lombardi» aisladas de P perniciosus
capturados en la zona del brote muestran una acusada virulencia.

* El andlisis de la sangre ingerida por hembras de S. minuza ha revelado que
sus preferencias alimentarias no solo se circunscriben a los reptiles, sino que
incluyen también algunos mamiferos, entre los que destaca el ser humano.

* Se ha detectado la presencia de Trypanosoma nabiasi en hembras de P per-
niciosus capturadas en la zona del brote alimentadas de sangre de conejo.

Estudios entomolégicos de flebotomos en la Comunidad de Madrid

196



Estudio integral del brote comunitario de leishmaniasis en la Comunidad de Madrid

Incluso se ha detectado la coinfeccién de L. infantum! 1. nabiasi en una
hembra de P perniciosus.

Los trabajos realizados evidencian la existencia de un ciclo silvestre de trans-
misién de L. infantum muy intenso en la zona del brote de leishmaniasis
de Fuenlabrada, con el hallazgo de liebres y conejos como nuevos, y précti-
camente Unicos, reservorios de la enfermedad para la ciencia. Todo ello ha
provocado la urbanizacién de la leishmaniasis en la zona y la aparicién de
un importantisimo brote comunitario de leishmaniasis en humanos, el més
importante jamds detectado con anterioridad en Europa.
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CAPITULO 10
Aportaciones del xenodiagnéstico en el contexto
del brote de leishmaniasis de Fuenlabrada
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INTRODUCCION

El xenodiagndstico es un procedimiento de diagnéstico en el que se utiliza el
artrépodo vector apropiado como instrumento para la deteccién en hospedadores
vertebrados de la infeccién por patégenos transmitidos vectorialmente en la na-
turaleza (1). Esta metodologia permite probar la presencia de un pardsito u otro
patégeno en un vertebrado utilizando un animal de otra especie, generalmente el
hospedador invertebrado (vector) de la enfermedad. De este modo el agente paté-
geno podrd ser identificado con mds facilidad, sobre todo si se deja transcurrir el
periodo de incubacién suficiente que permita su multiplicacién dentro del vector
en tal cantidad que facilite su visualizacién mediante microscépica 6ptica directa, de
hecho, y salvando las distancias, podria ser considerado como una «PCR bioldgica.
Resulta especialmente dtil cuando la concentracién del parsito en el hospedador
vertebrado a estudiar es tan reducida que hace inviable el diagnéstico mediante
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microscopia 6ptica. El xenodiagnédstico es muy especifico y relativamente sensible,
y ha sido durante mucho tiempo el método parasitolégico clésico para determinar
y cuantificar la transmisibilidad desde un hospedador vertebrado concreto a una
especie de artrépodo vector. Aporta datos concluyentes para distinguir hospedadores
infecciosos de no infecciosos. Fue utilizado por primera vez en Brasil (2) en 1914
para identificar la infeccién por tripanosomas en una culebra de agua. Esta técnica
lleva décadas utilizdndose, incluso hoy en dia todavia se utiliza en ocasiones muy
concretas, como el aislamiento y/o identificacién de Trypanosoma cruzi en individuos
infectados, por tratarse ademds de un método econémico y fécil de utilizar en el
diagnéstico de la infeccidn por este pardsito. En la actualidad, es una herramienta que
también se ha empleado para aislar y/o identificar Borrelia sp., utilizando garrapatas;
arbovirus, usando culicidos y otros dipteros hematéfagos; o Leishmania sp., usando
flebotominos (3). El xenodiagnéstico de la leishmaniasis causada por Leishmania
infantum se ha utilizado en nuestro entorno con diferentes propdsitos, tanto en la
leishmaniasis humana como canina. Por ejemplo, ha servido para demostrar que los
perros asintomadticos con leishmaniasis pueden llegar a ser tan infectivos como los
sintomdticos (4-7), aspecto epidemioldgico de enorme trascendencia que ha sido
tenido en cuenta en los programas de control de la enfermedad. También es una
metodologia especialmente util en el seguimiento parasitolégico-entomolégico de
perros tratados frente a esta enfermedad (8-11). En el ser humano, el xenodiagnéstico
se ha empleado tanto en pacientes inmunocompetentes como en inmunodeprimidos,
con especial interés en estos Ultimos, antes y después de ser tratados de leishmaniasis
(12-15). Con esta metodologia se ha demostrado que los pacientes infectados por
el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) transmiten con suma facilidad los
parésitos a los flebotomos (13,14). El xenodiagndstico también es el método de elec-
cién para ser utilizado con fines epidemioldgicos en la investigacién del papel que
puedan jugar determinados reservorios potenciales, incluyendo los seres humanos,
en la propagacién de enfermedades transmitidas por vectores (1,16). Proporciona
datos concluyentes para distinguir hospedadores infecciosos de no infecciosos. En
concreto, ha resultado especialmente ttil en el estudio de los reservorios silvestres
presentes en la zona del brote de leishmaniasis de Fuenlabrada y municipios colin-
dantes, en particular de liebres y conejos, lepéridos muy abundantes en Bosquesur,
un gran parque destinado al uso y disfrute de la poblacién que se encuentra rodeado
por grandes dreas urbanas como Fuenlabrada, Leganés, Alcorcén y Getafe (17-20).
También se ha empleado en este brote de leishmaniasis de Fuenlabrada para estudiar

individuos con leishmaniasis visceral (LV) inmunocompetentes e inmunodeprimi-
dos (21).
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Ha sido en los dltimos anos cuando ha resurgido un notable interés por co-
nocer si la infeccién humana por L. infantum asintomdtica juega algtin papel en la
transmisién de leishmaniasis. En general, una buena parte de las infecciones por
Leishmania cursan de manera asintomdtica, gozando estos individuos de buena salud
y, por lo tanto, no son objeto de tratamiento alguno. El periodo de incubacién de
la leishmaniasis es variable y en lineas generales dura varios meses. Dado que los
sujetos infectados asintomdticamente superan en gran medida a los casos clinicos de
leishmaniasis, podrian desempenar un papel importante en la transmisién, aun si
fueran menos infecciosos que los casos clinicos. Pero para evaluar hasta qué punto
son infecciosos para los flebotomos que se alimenten de ellos, primero tenemos que
identificarlos con precisién. Esa es la clave porque en la actualidad no existen herra-
mientas validadas para el seguimiento de la infeccién por Leishmania. Las pruebas
seroldgicas utilizadas habitualmente en el diagndéstico de la LV, como el test rdpido
inmunocromatogrifico TIC-rK39, el ELISA rK39 y la aglutinacién directa, estdn
validadas para detectar la enfermedad, pero no para detectar la infeccién. Se sabe
que la mayor parte de las personas sanas con serologia de leishmaniasis positiva
jamds desarrollardn la enfermedad y que, ademds, no es infrecuente detectar ADN
de L. infantum en la sangre de donantes con infeccién asintomdtica. Sin duda, los
parésitos vivos estdn presentes en los hospedadores asintomadticos, pero se desconoce
su potencial infeccioso sobre los flebotomos, y es aqui donde resultan trascenden-
tales los estudios de xenodiagnéstico. Urge, por tanto, despejar esta incégnita lo
antes posible para orientar de manera adecuada los programas de eliminacién de
la leishmaniasis.

Existen dos modalidades de xenodiagndstico: en el xenodiagndstico directo,
se utilizan insectos vivos para la deteccién de patdgenos viables en vertebrados
hipotéticamente infectados. Como se dijo anteriormente, este es el método histé-
ricamente empleado para el diagndstico de la tripanosomiasis americana causada
por 1! cruzi en el que se utilizan hemipteros rediividos en individuos sospechosos
de estar infectados por el pardsito. El xenodiagnéstico indirecto, por otro lado, se
refiere a artrépodos que se alimentan experimentalmente de sangre heparinizada, a
través de una membrana de alimentacién consistente generalmente en piel de po-
llo. Este método evitaria los inconvenientes que puede plantear el xenodiagndstico
directo, principalmente en lo concerniente a la hipersensibilidad a las picaduras de
insectos (1).

Como ya se senald, el xenodiagnéstico puede emplearse en la investigacién de
las singularidades de la transmisién de L. infantum en dreas endémicas para aportar
evidencias epidemioldgicas y clinicas esenciales en el disefio de programas de control
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de la leishmaniasis. Dicha informacién posee mdltiples implicaciones pricticas que
incluyen:

1. determinacién del papel de la terapia profilictica en la infeccién asintomd-
tica incidente;

2. evaluacién de vacunas que prevengan la infeccién o la infectividad;
3. determinacién de la duracién de los programa de control vectorial;

4. investigacién de la importancia de la transmisién antroponética o zoonética
de la leishmaniasis;

5. comprensién del papel de la infeccién asintomadtica en la transmisién del
parasito;

6. seguimiento de la eficacia del tratamiento de leishmaniasis en términos de
transmisibilidad del parsito hacia los flebotomos;

7. determinacidn de la infectividad sobre los flebotomos y de las tasas de in-
feccidn, que aportard informacion sobre el curso de las infecciones naturales
por LV que servird para la optimizacién de los modelos que pronostiquen
la aparicién y el progreso de epidemias de LV (1).

Uno de los objetivos esenciales en los estudios llevados a cabo en la zona del
brote de leishmaniasis de Fuenlabrada se ha centrado en la investigacién, aplicando
la metodologia del xenodiagnéstico, del papel epidemiolégico que pudieran estar
jugando en la transmisién de la leishmaniasis los lepéridos —liebres y conejos—
presentes en la zona del brote, dada su gran abundancia en las zonas verdes del
parque Bosquesur. El segundo objetivo en importancia ha consistido en explorar el
papel como potenciales reservorios de la enfermedad de los individuos con leish-
maniasis asintomdtica, en especial de aquellas personas residentes en el municipio
de Fuenlabrada. Simultaneamente, se ha prestado una especial atencién al estudio
de pacientes inmunocompetentes e inmunodeprimidos con leishmaniasis activa en
la zona del brote, antes y después de ser tratados de leishmaniasis.

METODOLOGiA UTILIZADA EN LAS DIFERENTES VARIANTES DE
XENODIAGNOSTICO

Xenodiagnéstico directo (XDD) de la leishmaniasis en liebres y conejos

* Colocar en una jaula 100 hembras de P perniciosus de 7 dias de edad pro-
cedentes de una colonia establecida en el laboratorio (22). Anadir 20-25
machos.
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* Anestesiar los animales con 15 mg/kg de ketamina + 2-3 mg/kg de xilacina
por via intramuscular y aguardar a que estén profundamente dormidos.

* Introducir cada animal anestesiado en una jaula con los flebotomos, anudar
la manga de la jaula y cubrirla por completo con un pano grueso negro.
Para minimizar las fugas mientras se introduce el animal, siempre debe
haber detrds de la jaula una potente fuente de luz para que los flebotomos
permanezcan en el lado opuesto a la manga de la jaula.

* Dejar que los flebotomos se alimenten del animal anestesiado durante 1 hora.

* Transcurrido el periodo de exposicién, sacar al animal de la jaula, retirar los
flebotomos no alimentados con un aspirador eléctrico y sacrificarlos con CO,.

* Lajaula con las hembras alimentadas con sangre se llevard a una cdmara
climética a 27 °C, 95-100% de humedad y un fotoperiodo de 17 horas de
luz y 7 horas de oscuridad.

* Suministrar diariamente a las hembras una pella de algodén empapada en
azucar al 30%.

* Las disecciones de los tubos digestivos de las hembras supervivientes co-
menzardn a los 5 dias de la alimentacién para detectar la presencia de pro-
mastigotes y determinar, si procediera, las tasas de flebotomos infectados. Se
realizan colocando cada hembra individualmente en una gota de PBS estéril,
previamente depositada sobre un portaobjetos estéril. A continuacién, con
la ayuda de agujas entomoldgicas estériles, se eliminan cabeza, alas y patas,
y se extrae por completo el tubo digestivo que se transferird a otra gota de
PBS estéril, depositada en el mismo portaobjetos. Finalmente, se coloca
un cubreobjetos estéril sobre el tubo digestivo para ser examinado en un
microscopio 6ptico (400X) en busca de promastigotes de Leishmania sp.

* Si se observan flagelados en el tubo digestivo se presiona cuidadosamente
sobre el cubreobjetos hasta que el tubo digestivo se rompa y se liberen los
promastigotes. Finalmente se retira el cubreobjetos, con la ayuda de unas
pinzas estériles de punta muy fina, y se inocula todo el contenido de la gota
en un tubo de medio NNN, utilizando una pipeta Pasteur estéril. El objetivo
es el aislamiento de la cepa de Leishmania y su conservacién a -80 °C para

su identificacién y caracterizacién molecular posterior, de acuerdo al andlisis
de las secuencias I'TS1, ITS2.

* Una vez disecadas todas las hembras supervivientes, si el animal resultase
infectivo se calculardn las correspondientes tasas de flebotomos infectados.
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XDD de la leishmaniasis realizado en humanos

* Como paso previo, cualquier individuo con un historial de alergia a las
picaduras de insectos serd excluido de los ensayos de XDD. También serdn
descartados los sujetos con niveles elevados de IgE.

* Introducir la mano del paciente en una jaula pequefia que contenga 25 hem-
bras de P perniciosus de 7 dias de edad, durante 15 minutos. Previamente, los
pacientes deben lavarse concienzudamente las manos pues cualquier rastro
de nicotina o cualquier otra sustancia podria interferir negativamente en la
alimentacién.

e Transcurrido el periodo de exposicién, se retiran de la jaula las hembras no
alimentadas con un aspirador eléctrico y se sacrifican con CO.,.

* Al mismo tiempo, se aplica durante 15 minutos un tubo con 15 hembras
de P perniciosus de 7 dias de edad directamente sobre la piel de la regién
antebraquial del antebrazo del paciente (13,23).

e Lasjaulas con las hembras repletas de sangre se llevardn a la cdmara climdtica,
con las mismas condiciones ambientales indicadas anteriormente, hasta la
realizacién de las disecciones.

* A partir de este paso se procederd de la misma manera descrita con ante-
rioridad para el XDD de lepéridos, con el objeto de determinar las tasas de
flebotomos infectados por Leishmania.

En el panel de la Figura 1 se muestra alguna de las fases mds representativas del
XDD, llevados a cabo en liebres y conejos.
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Figura 1. Xenodiagnéstico directo de leishmaniasis en liebres y conejos [Fuente:
Laboratorio de Entomologia Médica (LEM), Centro Nacional de Microbiologia (CNM)].

Xenodiagnéstico indirecto (XDI) de la leishmaniasis

Poner en una jaula 100 hembras de P perniciosus de 7 dias de edad proce-
dentes de la colonia de laboratorio. Afadir 20-25 machos.

Calentar a 37 °C un bafo equipado con mecanismo de recirculacion de agua.

Cubrir la abertura de mayor didmetro del dispositivo de alimentacién ar-
tificial con una membrana de alimentacién, por lo general piel de pollo de
2-3 dias de edad, y fijarla firmemente con Parafilm.

Depositar por la abertura de menor didmetro del dispositivo de alimentacién
artificial la muestra de sangre heparinizada a estudiar (1,5 ml como minimo),
con la ayuda de una pipeta Pasteur de pldstico estéril.

Introducir la parte inferior del dispositivo de alimentacién con la membra-
na a través de la manga de la jaula que contiene los flebotomos y sujetarla
firmemente mediante anillas de goma.
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* Dejar el dispositivo en la jaula durante 1-2 horas para obtener unas éptimas
tasas de flebotomos alimentados.

 Transcurrido el periodo de exposicién, retirar la jaula del dispositivo de
alimentacidn, separar las hembras no alimentadas y sacrificarlas con CO.,.

 La jaula con las hembras alimentadas con sangre se llevard a una cdmara
climdtica a las mismas condiciones ambientales ya descritas.

* A partir de este paso se procederd de la misma manera descrita con anteriori-
dad en el caso del XDD, con el objeto de determinar las tasas de flebotomos
infectados por Leishmania.

En el panel de la Figura 2 se presentan algunas fases de la metodologia del XDI.

Figura 2. Xenodiagnéstico indirecto de leishmaniasis con muestras
de sangre de origen humano (Fuente: LEM, CNM).

RESULTADOS Y DISCUSION

Seguidamente, se muestran los resultados de los diferentes ensayos de xeno-
diagndstico llevados a cabo, todos ellos en el contexto del brote de leishmaniasis de
Fuenlabrada.
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XDD de leishmaniasis en liebres (Lepus granatensis)

Se efectud en dos sesiones con 7 liebres aparentemente sanas capturadas vivas
mediante redes en la zona del brote, durante el invierno de 2011-2012. Se seleccio-
naron preferentemente animales con una serologfa positiva a L. infantum, utilizando
para ello la prueba TIC-rK39 (Kalazar Detect” Canine Rapid Test, InBios). En 4
de las liebres (57,1%) el xenodiagnéstico fue positivo, infectando en promedio el

5,1% (0 - 10,6%) de las hembras de P perniciosus disecadas (Labla 1).

Tras el aislamiento y posterior cultivo satisfactorio en masa de tres de esos ais-
lados, se dio paso a la realizacién de la caracterizacién molecular. El anilisis de las
secuencias de sus regiones I'TS puso de manifiesto una concordancia del 100% de
identidad con la cepa de L. infantumm MHOM/ES/87/Lombardi anotada en Gen-
Bank en 1987 (n.° de acceso: AJ000295).

Tabla 1. Resultados de los xenodiagnésticos directos
de leishmaniasis realizados a liebres y conejos.

. FLEBOTOMOS | FLEBOTOMOS | FLEBOTOMOS
XENODIAGNOSTICO|  FECHA
ALIMENTADOS | DISECADOS |INFECTADOS (%)
85 63 )

5(7,9%

01/12/2011
112/ 55 25 0
75 47 5 (10,6%)
58 38 2 (5,3%)
11/01/2012 82 a5 0
63 42 0
80 33 3(9,1%)
TOTAE = (5'1%)
18 33 0
04/03/2013 9 8 0
86 65 1(1,5%)
72 54 1(1,9%)
57 50 1 (2%)
67 45 0
CONEJOS
71 61 1(1,6%)
09/10/2013
36 23 0
90 53 1(1,9%)

80 64 0
“ > (0’9%)

Las elevadas poblaciones de liebres observadas en las zonas verdes del parque
Bosquesur, alrededor de 265 liebres por km? (24), en combinacién con las altas
prevalencias de la infeccién por L. infantum detectadas en las liebres capturadas

Aportaciones del xenodiagndstico en el contexto del brote de leishmaniasis de Fuenlabrada

209



Estudio integral del brote comunitario de leishmaniasis en la Comunidad de Madrid

en la zona, con seroprevalencias del 74,1% y con presencia de ADN del pardsito
en bazo y/o piel en el 29% (24,25), ya sugerian una alta probabilidad de que estos
lepéridos podian estar jugando un papel relevante como reservorios de L. infantum
en el escenario del brote. En paralelo, se determiné también que las liebres son una
excelente fuente de alimentacién de sangre para los flebotomos, tal y como se des-
prende de los estudios realizados en nuestro laboratorio sobre el origen de la sangre
ingerida por los flebotomos capturados en el parque Bosquesur (19) y a la deteccién
de elevados niveles de anticuerpos frente a la saliva de P perniciosus mediante ELISA
en suero obtenido de sangre de liebres capturadas en la zona del brote (26).

Los resultados derivados de los xenodiagnésticos realizados han evidenciado,
por vez primera para la ciencia, la capacidad de las liebres ibéricas (L. granatensis)
parasitadas por L. infantum de infectar hembras de P perniciosus, el vector com-
petente y predominante en la zona (18). De este modo se ha podido demostrar de
manera incontestable la implicacién de estos lepéridos como reservorios silvestres
de L. infantum en la zona del brote de leishmaniasis del suroeste de la Comunidad

de Madrid (17,18).

A raiz de este hallazgo, estudios posteriores realizados mediante PCR en otros
laboratorios, con muestras de liebres procedentes de diferentes dreas geogréficas de
Espafia, han corroborado que las prevalencias de las infecciones alcanzan valores
muy elevados, tanto en L. granatensis como en Lepus europaeus, las dos especies de
liebres m4ds abundantes en la Peninsula Ibérica (27).

Estos datos, analizados en su conjunto, poseen un importante valor epidemio-
16gico ya que aportan una informacién de gran valor para el adecuado disenio de
los planes de vigilancia y control de la enfermedad, que deberdn tener en cuenta,
entre otras medidas, la implementacién de actuaciones contundentes frente a estos
nuevos reservorios de L. infantum.

XDD de leishmaniasis en conejos de campo (Oryctolagus cuniculus)

Se estudiaron 10 conejos aparentemente sanos, también en dos sesiones, seropo-
sitivos a L. infantum mediante la prueba TIC-rK39, capturados en las inmediaciones
de la zona afectada por el brote en los meses de marzo y octubre de 2013. Cinco de
los 10 conejos estudiados (50%) fueron capaces de infectar a los flebotomos. Con-
cretamente, se detectaron promastigotes de Leishmania en un promedio del 0,9%
(0 - 2%) de las hembras de P perniciosus disecadas. Los resultados de los estudios
de xenodiagndstico realizados a conejos se presentan en la Tabla 1.

El cultivo satisfactorio de 4 de los 5 aislados de Leishmania y la posterior extrac-
cién y andlisis de las secuencias de ADN permitieron confirmar la presencia de L.
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infantum en todos ellos, mediante la amplificacién del gen cpb. La caracterizacién
molecular de acuerdo con la secuenciacién de las regiones transcritas internas, I'TS1
e ITS2, establecié que los 4 aislados eran idénticos a los encontrados en liebres, por
consiguiente, pertenecian al genotipo «Lombardi» de L. infantum.

En otros estudios realizados se han evidenciado unas altas seroprevalencias
frente a L. infantum en conejos capturados en Madrid (24). En la zona afectada
por el brote habia sido detectado inicialmente ADN de L. infantum (2011 y 2012)
en bazo y/o piel del 1,5% de los conejos estudiados (24), cifra que se ha visto sen-
siblemente incrementada con posterioridad. Por otro lado, la seroprevalencia de la
leishmaniasis en estos lagomorfos mediante inmunofluorescencia indirecta (IFI) se
eleva al 45,7% en la misma zona (25).

Los estudios de xenodiagndstico en conejos de campo infectados de forma
natural con L. infantum han demostrado por vez primera, al igual que ha sucedido
con las liebres, su capacidad de transmitir el pardsito al vector competente en la
zona, P perniciosus, aunque aparentemente en menor medida que las liebres (5,1%

infectados de liebres frente a 0,9% de conejos) (17).

En cualquier caso, se ha determinado que los conejos también constituyen una
excelente fuente de alimentacién de sangre, tal y como se desprende de los estudios
realizados sobre el origen de la sangre ingerida por flebotomos capturados en el
campo (19) y sobre la deteccién de anticuerpos frente a la saliva de P perniciosus,
mediante ELISA, en el suero de conejos de Bosquesur (26).

Las medidas de control encaminadas a la reduccidén de reservorios silvestres en
la zona del brote, llevadas a cabo desde 2012, hicieron descender drdsticamente la
poblacién de liebres, lo que parece debié alterar los hébitos alimenticios del vector,
que ha pasado de alimentarse preferentemente de liebres (19) a alimentarse de co-
nejos (17). Como los conejos de campo han demostrado ser una buena fuente de
alimentacién sanguinea para los flebotomos, ademds de ser capaces de transmitir
el parésito al vector competente, también podrian estar desempenando un papel
como reservorios de la leishmaniasis, si bien en menor medida en comparacién
con las liebres. En cualquier caso, este hallazgo también ha de ser tenido muy en
consideracién en este brote de leishmaniasis.

Los estudios de xenodiagnéstico se llevaron a cabo en su mayor parte en unas
fechas, sobre todo los realizados con las liebres, en las que la zona se encontraba
libre de flebotomos, al hallarse en letargo invernal (17,18), lo que serfa una muestra
de que estos lepdridos estarian padeciendo infecciones crénicas asintomadticas de
la enfermedad. Se erigen pues estos lepéridos como eficaces reservorios de L. in-
fantum, dada su notable capacidad para albergar pardsitos viables hasta el siguiente
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periodo de actividad de los flebotomos. En consecuencia, se mantendria estable la
transmisién de la enfermedad una vez los flebotomos salgan de su letargo invernal
y se alimenten de ellos.

La caracterizacién molecular de los aislados de L. infantum procedentes de
liebres y conejos comparten el genotipo responsable de la mayoria de los casos de
leishmaniasis humana del brote (genotipo «Lombardi») (28), genotipo detectado
también en los flebotomos capturados en la misma zona (19). Todos estos datos
vienen a confirmar la hipétesis sobre la implicacién de estos lepéridos como reser-
vorios silvestres de L. infantum en la zona del brote.

En definitiva, los estudios de xenodiagnéstico llevados a cabo entre los lepéridos
del 4rea del brote demuestran que, tanto liebres como conejos, estdn jugando un
papel importante, aunque en diferente proporcién, como reservorios de L. infantum
en el brote. Este hallazgo pone de manifiesto la existencia de un ciclo silvestre de
transmisién de la leishmaniasis en el parque Bosquesur, independiente del doméstico
tradicional, més vinculado a las dreas urbanas y al perro.

Xenodiagnésticos de la leishmaniasis realizados en humanos

Para intentar comprender mejor el papel que pudieran desempefiar las personas
con leishmaniasis, sintomdtica y asintomadtica, en la transmisién de la enfermedad
en la zona del brote de Fuenlabrada, se llevé a cabo un estudio descriptivo de la
infectividad hacia flebotomos de humanos infectados por L. infantum, mediante la
utilizacién del xenodiagnéstico, en colaboracién con el Hospital de Fuenlabrada,
centro sanitario de referencia que ha diagnosticado de largo el mayor niimero de
casos del brote.

En total, participaron 50 individuos en los diferentes estudios, 26 pacientes y 24
donantes de sangre. Se realizaron 66 xenodiagnésticos (62 XDI y 4 XDD) y fueron
disecados 5151 flebotomos en total. En 4 pacientes los xenodiagnédsticos fueron
positivos: 1 paciente inmunodeprimido coinfectado por VIH/L. infantum sin sin-
tomas de leishmaniasis (mediante XDI y XDD), 1 paciente inmunodeprimido con
mieloma multiple y LV activa (mediante XDI) y 2 pacientes inmunocompetentes
con LV activa (mediante XDI). Las muestras de sangre de los donantes de sangre
fueron todas negativas, tanto por XDI como por PCR.

Pacientes con leishmaniasis visceral activa

Antes de recibir el tratamiento de LV, 2 de los 12 pacientes inmunocompetentes
(16,7%) fueron positivos mediante XDI (Tabla 2), con unas tasas de infeccién de
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flebotomos por L. infantum que oscilaron entre el 5,5% y el 1% (3,3% en promedio).
La proporcién de pacientes con LV activa que result6 infecciosa para los flebotomos
fue por lo tanto bastante baja. A uno de los pacientes se le habia diagnosticado una
leishmaniasis mucocutdnea traqueal. De las 1071 hembras de flebotomos disecadas,
alimentadas sobre estos pacientes, 5 (0,5%) fueron positivas (Tabla 2).

Tabla 2. Xenodiagnéstico indirecto de leishmaniasis realizado con la sangre heparinizada
de pacientes inmunocompetentes con LV, no tratada (pacientes 1 a 12) y tratada
(pacientes 13 a 23).

Fi::';::::“ I e I s
07/07/2015 + - 0 98/0 - No
— 69 15/01/2016 +  + 152,6 106/0 - No
_ 33  01/04/2016 +  + 706 90/0 - No
_ 46 15/04/2016 + - 0 100/0 - No
“ 42 28/04/2016 + - 0 100/0 - No
n 1.3 02/05/2016 + - 0 66/0 - No
88 04/05/2016 + — 106 98/0 - No
“ 45 09/05/2016 +  + 1050 73/4 (5,5%) + No
n 5 12/05/2016 +  + 27,3 62/0 - No
54 11/07/2016 + - 0 104/0 - No
1.4 13/09/2016 +  + 99 104/1 (1%) + No
m 41  22/11/2017 + @+ 358 70/0 - No
45 21/06/2016 + - NR 95/0 - Si
51 17/11/2015 - - NR 108/0 - Si
65 25/11/2015 + - NR 100/0 - Si
66 05/04/2016 + - NR 100/0 - Si
55 17/05/2016 + - NR 70/0 - Si
85 18/06/2016 + - NR 82/0 - Si
51 08/09/2016 + - NR 100/0 - Si
m 33 14/09/2016 + - NR 52/0 - Si
0.4 14/12/2016 + - NR 72/0 - Si
80 25/01/2017 -  + NR 45/0 - Si
“ 36 01/12/2017 + - NR 75/0 - Si

TIC, test inmunocromatografico; XDI, xenodiagnéstico indirecto; NR, no realizado; LV, leishmaniasis visceral. “Leishmaniasis traqueal.
YXDI realizado 11 dfas después de la extraccién de sangre. XDI realizado 13 dfas después de la extraccién de sangre.
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Las muestras de sangre de todos los pacientes fueron positivas mediante TIC-
rK39. Las PCRs y qPCRs fueron positivas en 7 pacientes (58,3%), con una carga
parasitaria (CP) media de 356,9 pardsitos/pl. Por tanto, las CPs no muestran una
buena correlacién con la infectividad frente a los flebotomos en este grupo de pa-
cientes (Tabla 2). Esa escasa correlacién observada sugiere que la infectividad podria
proceder en parte a una fuente adicional de pardsitos, como pudiera ser la piel, 0 a
una liberacién aleatoria de pardsitos.

Es interesante destacar que la sangre de un paciente continud siendo infecciosa
al menos 11 dias después de la extraccién, almacenada a 4 °C. Los bancos de san-
gre deben tomar buena nota de este hallazgo y gestionar con especial precaucién la
sangre (incluyendo una leucorreduccién) de donantes que viven en zonas endémicas
de leishmaniasis, para prevenir la transmisién transfusional de la leishmaniasis. En
cuanto a los pacientes inmunocompetentes tratados de leishmaniasis es destacable
que ninguno resultd infectivo para los flebotomos, demostrando que el tratamiento
de la LV es muy eficaz entre estos enfermos.

Pacientes inmunodeprimidos con leishmaniasis

Dos de los 3 pacientes inmunodeprimidos investigados (66,7%) fueron positivos
mediante xenodiagndstico. Se disecaron 1284 flebotomos, halldndose 123 (9,6%)
positivos (Tabla 3).

Paciente inmunodeprimido, VIH/L. infantum coinfectado, con leishmaniasis
asintomdtica

Este paciente se encontraba bajo terapia antirretroviral (TAR) desde 2011. Fue
diagnosticado de leishmaniasis en abril de 2012 a partir de una biopsia hepética y
desde ese momento, hasta noviembre de 2016, se mantuvo repetidamente infeccio-
so para los flebotomos mediante XDI, sin mostrar en ningin momento sintomas
compatibles con LV. En ese periodo de tiempo le fueron administrados al paciente
tratamientos y profilaxis secundarias frente a leishmaniasis. Seis de los siete XDIs
llevados a cabo (85,7%) fueron positivos. El primer XDI realizado infecté al 9,9%
de los flebotomos y el dltimo al 3,6% (Tabla 3, Figura 3), con unas tasas de infeccién
que oscilaron entre el 3,6% y el 48,6% y una tasa media de infeccién del 18,6%.
El XDI realizado en diciembre de 2015 fue negativo, probablemente debido a que
la muestra de sangre llegé al laboratorio mal preservada y hemolizada, por lo que
tan solo se pudo llevar a cabo la deteccién de ADN de Leishmania mediante PCR.
Todas las muestras de sangre utilizadas en los XDIs fueron positivas mediante PCR
y TIC-rK39. En cuanto a los XDDs realizados en octubre de 2015 fueron ambos
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positivos, los flebotomos alimentados de la mano y del antebrazo del paciente se
infectaron un 12% y un 7,7%, respectivamente. La heterogeneidad en la infectivi-
dad hacia los flebotomos observada en los XDDs realizados en la mano y el brazo
de este paciente sugeriria que en estos sujetos inmunodeprimidos coinfectados L.
infantum se diseminaria por la piel de manera irregular. En cualquier caso, hay que
tener en cuenta que en estos enfermos la sangre representa una fuente importante
de pardsitos en la infeccién de los flebotomos, como se demuestra en este estudio.
El XDI realizado, en la misma fecha que los XDDs, con la sangre extraida de este
mismo paciente, infecté al 25,4% de los flebotomos alimentados (Tabla 3). Las CPs
obtenidas mediante qPCR de las muestras de sangre de este paciente no guardan
una buena correlacién con las tasas de infeccién por flebotomos obtenidas mediante
xenodiagndstico (Figura 3), aunque las diferencias son claras si las comparamos con
las obtenidas de pacientes inmunocompetentes con LV. Parece que la proporcién de
pacientes con LV que albergan parsitos en piel sana es relativamente baja y apunta a
un papel moderado en la transmisién. Que los pacientes coinfectados puedan estar
desempefiando un papel como «supercontagiadores» de la leishmaniasis en el brote
es una cuestiéon aun por verificar (106), aunque cuentan a su favor con la posicion y
agrupacién de casos observada en el brote de Fuenlabrada (29), que explicaria su larga
duracién a pesar de las drdsticas medidas implementadas en el control de lepéridos.

Figura 3. Tratamiento y profilaxis secundaria administrados al paciente HIV/L. infantum
coinfectado. Monitorizacién mediante xenodiagnéstico indirecto de su infectividad hacia
los flebotomos durante de 17 meses. F, fluconazol; ABL, anfotericina B liposomal; AM,
antimoniato de meglumina; M, miltefosina.
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Paciente inmunodeprimic/o VIH/L. infantum coinfectado con LV sintomdtica

Este paciente fue diagnosticado de leishmaniasis a partir de una muestra de
aspirado de médula ésea efectuado en marzo de 2012. Desde ese momento, y a lo
largo del estudio, fue recibiendo tratamiento o profilaxis secundaria de leishmaniasis
y estaba sometido a TAR. Los 6 XDlIs realizados con las muestras de sangre extraidas
al paciente, de abril de 2015 a junio de 2016, fueron reiteradamente negativos. Las
PCRs de L. infantum realizadas con las mismas muestras de sangre también fueron
negativas. En cuanto a los dos XDDs llevados a cabo en octubre de 2015 en la
mano y el antebrazo del paciente fueron igualmente negativos. En cambio, todas
las muestras de sangre fueron positivas a L. infantum mediante TIC-rK39 (Tabla 3).

Paciente inmunodeprimida con mieloma mdltiple IgA-) y LV activa

Paciente con tratamiento inmunosupresor (lenalidomida y dexametasona). El
XDI realizado antes de instaurar el tratamiento de leishmaniasis evidencié una tasa
de infeccién de flebotomos del 30,6%. Después de ser tratada la paciente frente a
leishmaniasis con anfotericina B liposomal los dos XDIs realizados 5 y 22 semanas
después del tratamiento fueron negativos, demostrando que la paciente dejé de ser
infecciosa al menos los 6 meses posteriores al tratamiento (Tabla 3). Estos resultados
muestran por vez primera que un paciente inmunodeprimido con LV y mieloma
multiple, es capaz de infectar a los flebotomos antes de ser instaurado el tratamiento,
con una tasa de infeccién significativa.

Los resultados obtenidos con los dos pacientes VIH/L. infantum coinfectados
inmunodeprimidos han puesto de manifiesto que uno de ellos, con leishmaniasis
asintomadtica, fue infectivo para los flebotomos antes y después de recibir diferentes
terapias, con tasas de infeccién relativamente altas durante los casi 17 meses de
seguimiento por XDI. El restablecimiento inmune incompleto en este paciente
probablemente ha podido contribuir a dificultar la eliminacién del parasito. Una
observacién similar fue advertida previamente en un estudio realizado con un pa-
ciente coinfectado por VIH monitoreado durante 5 afios (Molina, no publicado).
Hay que sefialar aqui que el grado de infectividad hacia los flebotomos de este pa-
ciente cay6 abruptamente cuando fue tratado con una combinacién de miltefosina
y fluconazol y cuando se le administré un régimen de profilaxis secundaria a base
de antimoniato de meglumina y fluconazol (Figura 3). En cualquier caso, es bien
conocido que los pacientes VIH/L. infantum coinfectados son infecciosos para los
flebotomos, como ya se sefial6 con anterioridad (30-32).
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Tabla 3. Xenodiagnéstico realizado a los 3 pacientes inmunodeprimidos infectados con
Leishmania infantum cuando acudieron al hospital para seguimiento.

Toma de
Daciente Edad | 1yestra |TiC- Estado
o Tipode [rK39 clinico
afios | muestra
+ + + NA

28/04/2016 + 36/11 o
SH@ 4360 (30.6%) deprimido
07/06/2016 Sintomatico
83 SHP e 0 86/0 = | b Miellc_)n?a
multiple
17!1;_‘:5 016 | = 0 72/0 — NA LV activa
01/07/2015 + 81/8
+ NA
SH Y 1116 (9.9%)
211002015 | + 71/18 NA
20 SH 148.8 (25.4%)
21/10/2015 25/3
NA +
Mano R NA (12%)
21/10/2015 13/1 Inmuno-
NA + P
e e NA (7.7%) deprimido
Asintoma-
04/11/2015 . ; + 105/51 + NA i
SH 608.4 (48.6%) Tl
09/12/2015 + _ tado VIH/
SHe R 48.2 99/0 NA infantum
41 :
17/02/2016 + 103/20
+ o+ + NA
SH 1104 (19.4%)
13/04/2006 + 112/9 ol
SH 824 (8.0%)
g 1112006 + 56/2 NA
SH 658 (3.6%)
24/04/2015 +
SH + + 1318 NR NR NA
10/06/2015
/06/ + = 0 108/0 — NA
SH
21/10/2015 Inmuno-
=L SH = 0 100/0 - NA deprimido
Asintoma-
21/10/2015 :
fMa{\o NA NA NA 21/0 NA - tico
Coinfec-
21/10/2015 A e Na - tadoViH/
Antebrazo L. infantum
27/11/2015
/ Sﬁ + - 0 103/0 — NA
51
15/06/2016
/ Sﬁ + - 0 80/0 — NA

XDD, xenodiagnéstico directo; SH: sangre heparinizada; TIC, test inmunocromatografico; XDI, xenodiagndstico indirecto; NA, no
aplicable; NR, no realizado. LV, leishmaniasis visceral. *Antes del tratamiento de leishmaniasis. "Después del tratamiento de leishmaniasis.
<Sangre hemolizada.

Desde el punto de vista epidemiolégico es importante tener muy en cuenta
que, aparte de que 2 de los 3 pacientes inmunodeprimidos estudiados en el brote
fueron infectivos para los flebotomos, el 17% de los casos de leishmaniasis en el
brote de Fuenlabrada estd relacionado en mayor o menor medida con algin tipo

Aportaciones del xenodiagndstico en el contexto del brote de leishmaniasis de Fuenlabrada

217



Estudio integral del brote comunitario de leishmaniasis en la Comunidad de Madrid

de inmunosupresién (29). Ademds, es esencial llamar la atencién sobre el hecho de
que estos pacientes no padecen enfermedades sistémicas y pueden permanecer sin
tratamiento durante largos periodos de tiempo durante los que pueden ser poten-
cialmente infectivos para los flebotomos (33).

Donantes de sangre

Donantes asinfomdticos seropositivos a Leishmania

Los anticuerpos IgG anti-Leishmania fueron detectados en un donante, me-
diante IFI (titulo 1/160) y TIC-rK39. En un segundo donante, solo se detectaron
anticuerpos mediante TIC-rK39. Los XDIs llevados a cabo con las muestras de
sangre de ambos donantes fueron negativos, siendo un total de 182 las hembras de

flebotomos disecadas (Tabla 4).

Donantes sanos con historial de contacto con L. infantum

Estos 6 donantes, residentes en la zona del brote de Fuenlabrada, habian tenido
al menos un resultado positivo a CPA-ASL en meses anteriores, pero en el momento
de la realizacién de los XDIs eran CPA-ASL negativos. En estos sujetos, los XDIs
fueron de igual modo negativos. Un total de 487 hembras de flebotomos fueron

disecadas (Tabla 4).

Donantes de sangre sanos

Los XDIs realizados con la sangre de 4 donantes que jamds habian estado en
contacto con el pardsito fueron también negativos. El niimero total de hembras de

flebotomo disecadas fue de 334 (Tabla 4).

En el estudio realizado, se ha hecho uso por primera vez del ensayo CPA-ASL
con el fin de reclutar entre los donantes de sangre los individuos asintomdticos que
participaron en los estudios. Aunque se ha reportado la infeccién asintomdtica por
Leishmania en un importante porcentaje de la poblacién de Fuenlabrada (34), los
donantes asintomdticos con una CPA-ASL positiva, incluidos los dos donantes que
ademds tenfan una serologia positiva a Leishmania, fueron incapaces de infectar
ningun flebotomo. Sin embargo, se sabe que en determinados casos L. infantum
prevalece entre donantes de sangre asintomdticos y puede circular en su sangre de
manera intermitente y en reducidas cantidades (portadores asintomdticos).
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Tabla 4. Xenodiagnéstico indirecto realizado con sangre
heparinizada de donantes de sangre (N=24).

Donante

61

53
42
32
47
30

54
60

32
29
62
55
38

=y
b |

29
34
34

52
34

49

45
28

16/04/2015
30/06/2015

01/07/2015
02/07/2015
07/07/2015
04/03/2016
29/03/2016
30/03/2016
30/03/2016
19/04/2016
11/05/2016
31/05/2016
04/10/2016
04/10/2016
05/10/2016
10/10/2016
17/10/2016
19/10/2016
24/10/2016
26/10/2016
09/11/2016
14/12/2016

15/02/2017
22/02/2017

61/0
89/0
101/0
71/0
107/0
58/0
82/0
76/0
100/0
100/0
78/0
77/0
53/0
66/0
52/0
96/0
76/0
84/0
86/0
59/0
77/0
93/0

74/0
81/0

Edad |Fecha toma| CPA- TIC- Q disecadas /| Estado
(afios)| muestra | ASL rk39 Q infectadas clinico

Asintomatico

Asintomatico
seropositivo

Sano?
Sano?
Asintomatico
Sano
Asintomatico
Sano
Sano
Sano
Sano?
Sano?®
Asintomatico
Asintomatico
Asintomatico
Asintomatico
Asintomatico
Asintomatico
Sano?

Asintomatico

Asintomdtico

Asintomatico
seropositivo

Sano?

Asintomatico

CPA, prueba de linfoproliferacién; TIC, prueba inmunocromatogréfica; IFI, anticuerpos frente a Leishmania mediante

inmunofluorescencia indirecta; XDI, xenodiagnéstico indirecto; ASL, antigeno soluble de Leishmania. * Las extracciones previas de sangre
de estos pacientes al menos habfan sido en una ocasién CPA-ASL positivas.

Donantes asintomdticos

Los XDIs realizados con la sangre de los 12 donantes, CPA-ASL positivos, fueron
también negativos. En total fueron disecadas 894 hembras de flebotomos (Tabla 4).
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El xenodiagnéstico es un método valioso para detectar reactividad inmune al
pardsito, pero su deteccién en los donantes de sangre del presente estudio ha po-
dido ser transitoria, motivo por el cual los pardsitos no se detectaron ni por qPCR
ni por xenodiagndstico. Hay que tener en cuenta también que una prueba celular
positiva en ausencia de inmunosupresién conlleva un riesgo muy bajo de padecer
una LV. Los resultados obtenidos sugieren que los individuos inmunocompetentes
asintomdticos no estarfan jugando un papel determinante en la transmisién de la
leishmaniasis en el foco de Fuenlabrada, por lo que habria que poner el foco sobre
los pacientes VIH/L. infantum coinfectados, con especial interés en los individuos
asintomdticos (Figura 4). Que la sangre de pacientes inmunodeprimidos sea mds
infectiva para los flebotomos que la de sujetos inmunocompetentes es un dato bien
conocido, debido a la mayor cantidad de pardsitos circulantes en la sangre periférica
de los primeros.

Figura 4. Contribucién de diferentes hospedadores vertebrados presentes en el area del
brote de Fuenlabrada en la transmisién de la leishmaniasis (Fuente: LEM, CNM).

A

a
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M ¢ Individuos asintomaticos?
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CONSIDERACIONES FINALES ACERCA DEL XENODIAGNOSTICO DE LA
LEISHMANIASIS

En la realizacién de los xenodiagnésticos es imprescindible disponer de un
laboratorio dotado de un insectario, para el mantenimiento de colonias estables
de flebotomos, convenientemente equipado para el procesado de los flebotomos
alimentados de sangre. Incluso la utilizacién de estos insectos en investigacién estd
también condicionada por la complejidad y el alto grado de especializacién que re-
presenta la cria y mantenimiento de flebotomos en el insectario. A todo ello habria
que agregar que las disecciones de flebotomos, ademds de ser tediosas y consumir
bastante tiempo, precisan de la intervencién de entomdlogos altamente cualificados.

Las colonias de flebotomos a utilizar en aquellos XDDs que involucren a personas
deben ser mantenidas en condiciones cerradas, es decir, no deben haber tenido expo-
sicidn directa a otros animales, siendo tinicamente mantenidas con una solucién de
azucar estéril hasta la realizacién de los ensayos de xenodiagnéstico. Ademds, deben
estar certificadas, mediante PCR u otros métodos cuantitativos altamente sensibles,
como puede ser la secuenciacién de ARN, de encontrarse libres de arbovirus que
pudieran haber sido transmitidos transovdricamente.

Como herramienta estdndar, el XDD posiblemente sea el método mds ético
de toma de muestras a seres humanos (1), sobre todo si es comparado, entre otros,
con métodos como la extraccién convencional de sangre periférica o el aspirado de
médula 6sea. El procedimiento tan solo puede dar lugar a alguna reaccién alérgica
excepcional, malestar pasajero, hinchazén, enrojecimiento y calor o picazén en los
puntos de las picaduras. Los riesgos para los voluntarios expuestos a las picaduras
de flebotomos son pues minimos y éticamente aceptables. Debemos tener muy en
cuenta también que una parte muy importante de la poblacién de dreas endémicas
de leishmaniasis se encuentra habitualmente expuesta a frecuentes picaduras de
flebotomos, dentro y fuera de sus viviendas. En cualquier caso, es imprescindible el
correspondiente consentimiento informado de los individuos que accedan a parti-
cipar en los estudios de xenodiagnéstico.

Un xenodiagndstico positivo es una prueba innegable de infeccién por L. in-
fantum en un hospedador vertebrado, pero un resultado negativo no descartaria en
absoluto la presencia del pardsito. La técnica es muy especifica, pero relativamente
sensible ya que dependerd del hospedador y de otros factores relacionados con el
vector. Con todo y con eso, se trata de una metodologia que ofrece muchas m4s
ventajas que inconvenientes y que, hoy por hoy, es la técnica de referencia en los estu-
dios de infectividad sobre los flebotomos de vertebrados infectados por L. infantum.
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Si bien la parasitemia sanguinea parece perfilarse como el predictor mds fiable
de transmision del pardsito a los flebotomos, la contribucién relativa de sangre versus
piel en dicha transmisién atin estd pendiente de aclaracién de forma concluyente
mediante la utilizacién de los diferentes métodos de xenodiagndstico.

El conjunto de consideraciones mencionadas condicionaria en cierto modo el
uso del xenodiagndstico entre la poblacién, sobre todo en estudios a gran escala.
Por Gltimo, hay que tener en cuenta que ademds de las dificultades aludidas, y una
vez obtenida la correspondiente aprobacién del comité bioético, todavia nos pode-
mos encontrar con un Gltimo obstdculo derivado del posible rechazo de una parte
de la poblacién invitada a participar en los ensayos de XDD, aspecto que se puede
solventar si son sustituidos por ensayos de XDI.

CONCLUSIONES

* Elxenodiagndstico posee el potencial de contribuir de manera significativa en
la implementacién de las medidas a emplear a largo plazo en la eliminacién
de la LV ya que da respuesta a preguntas bdsicas en la epidemiologia de la
LV y aporta evidencia cientifica irrefutable sobre el potencial de transmisién
de diferentes reservorios humanos o animales.

* Se demuestra por vez primera la capacidad de liebres (L. granatensis) y conejos
de campo (O. cuniculus), aparentemente sanos, de infectar con L. infantum
hembras de P perniciosus que se alimenten de ellos, confirmdndose el papel
de estos lepéridos como reservorios del parésito.

* Se constata la existencia de un intenso ciclo de transmisién del pardsito
entre la fauna silvestre de la zona del brote, esencialmente liebres y conejos.

* Liebresy conejos de campo mantienen su capacidad infectiva entre un periodo
de transmisién y el siguiente, ya que son capaces de transmitir L. infantum
a los flebotomos durante el invierno.

* La contribucién potencial del ser humano a la transmisién de la leishmaniasis
en el foco de Fuenlabrada se centra, por un lado, en pacientes inmunocom-
petentes con LV activa que ocuparian una posicién discreta en la pirdmide
de transmisién (Figura 4) pues tan sélo algunos de ellos serian capaces de
transmitir el pardsito a un nimero reducido de flebotomos. Por otro lado,
la atencidn se debe fijar en los pacientes inmunodeprimidos, en especial
en los sujetos VIH/L. infantum coinfectados asintomdticos, ya que pueden
infectar ficilmente a los flebotomos durante largos periodos de tiempo,
incluso estando bajo profilaxis secundaria de leishmaniasis.
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 El genotipo de L. infantum identificado en muestras clinicas de origen hu-

mano, en flebotomos capturados en el parque Bosquesur y en lepéridos
silvestres es idéntico (genotipo «Lombardi»).

La informacién aportada a raiz de los estudios realizados en la zona del brote
ha permitido orientar de manera determinante la eleccién de las medidas
mis eficaces a incorporar en los programas de control de la enfermedad.
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CAPITULO 11
Saliva de los flebotomos: aplicacion practica
al estudio del brote

Inés Martin Martin', Maribel Jiménez'?, Ricardo Molina'*

' Laboratorio de Entomologia Médica, Centro Nacional de Microbiologfa,
Instituto de Salud Carlos III, Centro Colaborador de la OMS para Leishmaniasis.

2 CIBER de Enfermedades Infecciosas (CIBERINFEC), Instituto de Salud Carlos II1.

INTRODUCCION

La saliva de los flebotomos, contenida en el lumen de las gldndulas salivales,
consiste en una mezcla de sustancias de diversa naturaleza, fundamentalmente de
origen proteico, con una gran proporcién de glicoproteinas, ademds de purinas
(1,2). Muchas de estas proteinas Ginicamente se han identificado en la saliva de los
insectos hematdfagos y algunas de ellas presentan especificidad a nivel de género o
subgénero. Las glindulas salivales son los 6rganos responsables de la produccién de
saliva, un fluido heterogéneo compuesto por una variedad de sustancias que es ino-
culado a través de la piel de los mamiferos cuando los insectos intentan alimentarse
de estos. La saliva de los insectos hematéfagos ademds de lubricar, limpiar las piezas
bucales y ayudar en la digestién de azdcares y sangre, contiene una serie de sustancias
bioactivas que modifican la respuesta homeostatica e inmune del hospedador en el
lugar de la picadura para poder asegurar el éxito de la ingurgitacién de sangre (3).
Concretamente, durante la hematofagia, los flebotomos tienen que hacer frente a
los tres grandes eventos de la hemostasia: agregacién plaquetaria, vasoconstriccién
y coagulacién sanguinea, para lo que inyectan la saliva en el lugar de la picadura,
contrarrestando asi estos efectos (4,5). De ahi, que la saliva de los flebotomos, al igual
que otros artrépodos hematéfagos, contiene potentes inhibidores de la agregacién
plaquetaria, vasodilatadores y anticoagulantes (6-9).

INMUNOLOGIA DE LA SALIVA

La saliva también acttia a nivel de la modulacién del sistema inmune en el
lugar de la picadura, para lo que cuenta con componentes inmunosupresores que
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disminuyen la inflamacién y la sensacién de dolor en el hospedador (10). No es
sorprendente que la saliva de los artropodos hematéfagos, al estar compuesta por
una elevada cantidad de proteinas de diversa naturaleza, posea propiedades in-
munogénicas e inmunomoduladoras sobre los hospedadores vertebrados. Estas
interacciones saliva-hospedador no son iguales para todos los artrépodos y estdn
altamente relacionadas con los mecanismos y la duracién de la hematofagia. Con-
cretamente, en el caso de algunas garrapatas, al permanecer sobre el hospedador
durante prolongados periodos de tiempo, la combinacién de la respuesta inmune
humoral y celular del hospedador a las proteinas salivales puede mediar el fenéme-
no de rechazo de la garrapata, circunstancia que va en detrimento del éxito en la
alimentacién sanguinea. Sin embargo, en el caso de los flebotomos, la interaccién
con el hospedador es mucho mds breve, de minutos, y la respuesta inmune frente
a la saliva puede incluso representar una ventaja para el flebotomo, favoreciendo la
succién de la sangre (11).

La saliva de los flebotomos desencadena en el hospedador una respuesta inmune
de tipo humoral con produccién de anticuerpos especificos frente a las proteinas
de la saliva. Esta respuesta de anticuerpos de tipo IgG ha sido detectada tanto en
situaciones de exposicién experimental a la saliva de los flebotomos (12-22) como
en hospedadores residentes en zonas endémicas (16,18,23-30).

La saliva produce una respuesta inmune celular de hipersensibilidad retardada
(DTH), caracterizada por la infiltracién de células proinflamatorias (neutréfilos,
eosinéfilos y macréfagos) en el lugar de la picadura, que puede persistir hasta 48 h

(Qauxﬂ)ﬂ).

Paradéjicamente, los flebotomos aprovechan esta respuesta inmune del hospe-
dador para alimentarse de él mds rdpidamente, ya que el flujo sanguineo es mayor
en lugares de la piel que presentan una respuesta DTH (11). Unicamente algunas
de las moléculas de la saliva son responsables de la induccién de la respuesta DTH
y, ademis, la respuesta producida por esas moléculas se rige por factores genéticos

del hospedador (11,14,33).

A veces los microrganismos transmitidos por vectores pueden alojarse en las
gldndulas salivales y, por tanto, la via de acceso al hospedador vertebrado tiene lugar a
través del conducto salival (Plasmodium spp., Trypanosoma brucei, diversos arbovirus
y especies de Borrelia'y Ricketssia). La saliva juega en estos casos un papel crucial,
ya que los patégenos son inoculados embebidos en ella (3). Por el contrario, en el
caso de Leishmania los pardsitos proceden del tubo digestivo y son depositados en
un lugar de la piel sustancialmente modificado por la saliva del vector (34).
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En un primer contacto, la saliva de los flebotomos favorece el establecimiento
y progreso de la infeccién de Leishmania spp. (35). El efecto potenciador de la in-
feccién de Leishmania spp. producido por la saliva de los flebotomos se debe a sus
propiedades antihemostdticas ¢ inmunomoduladoras. En Lutzomyia longipalpis,
dichos efectos se han atribuido al maxadilano, el vasodilatador de origen biolégico
mds potente descrito hasta la fecha, pues es capaz de exacerbar la infeccién por Lei-
shmania major en la misma medida que el extracto salival completo (36). También
se ha observado que la saliva de L. longipalpis induce la apoptosis en neutréfilos,
derivando en un incremento de la carga parasitaria (37). Estudios posteriores con
la saliva de flebotomos del Viejo Mundo apoyan las observaciones realizadas por
Titus y Ribeiro en 1988. La infeccién por L. major también se ve exacerbada en
presencia de la saliva de su vector natural, Phlebotomus papatasi (12). Dada la au-
sencia de maxadilano en la saliva de flebotomos del Viejo Mundo, se ha sugerido
que la adenosina y el AMP juegan un papel importante favoreciendo la infeccién
en este modelo (38,39).

Otras enzimas como la hialuronidasa y endonucleasa, presentes en la saliva de
Lutzomyia'y Phlebotomus también estdn involucradas en la diseminacién parasitaria
ya que la inyeccién en ratones de promastigotes de L. major en presencia de estas
proteinas produce lesiones de mayor severidad que los animales inoculados tinica-
mente con promastigotes (40-42). Ademds, la inmunizacién frente a estas proteinas se
traduce en una proteccién parcial del desarrollo de lesiones de leishmaniosis cutdnea.

LAS PROTEINAS SALIVALES COMO CANDIDATOS VACUNALES
FRENTE A LA LEISHMANIOSIS

La exposicién previa a la saliva de diversos artrépodos confiere cierta proteccién
frente a la infeccién de los patdgenos transmitidos por ellos. A finales del siglo XX
ya se habfa demostrado que la exposicién a las picaduras de Dermacentor andersoni,
Ixodes scapularis y Rhipicephalus appendiculatus no infectados protegian a los anima-
les de experimentacién frente a una posterior infeccién con Franciscella tularensis,
Borrelia burgdorferi 'y el virus Thogoto, respectivamente (43-406).

En flebotomos, la exposicién de ratones, cricetos o perros a la saliva, bien a través
de las picaduras de hembras no infectadas o a través de la inoculacién de extracto
salival a nivel dérmico, confiere, en la mayoria de los casos, proteccién frente a la
infeccién por Leishmania spp.

Para explicar esta proteccién han planteado dos hipétesis, no excluyentes, la pri-
mera atribuye el efecto de proteccién a los anticuerpos antisaliva que neutralizan los
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componentes salivales responsables del agravamiento de la infeccién (12,36,42,47).
Los niveles de anticuerpos antisaliva se correlacionan con la aparicién de una inmu-
nidad protectora frente a la infeccién de Leishmania spp. (48). Sin embargo, el papel
protector de los anticuerpos antisaliva ha sido ampliamente cuestionado, ya que la
incidencia de la leishmaniosis sigue siendo elevada a pesar de la constante exposicién
de la poblacién a las picaduras no infectivas en zonas endémicas y la consecuente
generacién de anticuerpos en estas poblaciones (16,49). La segunda hipétesis, mds
aceptada actualmente, establece que la proteccién es debida a la respuesta celular de
tipo DTH, con incremento de niveles de INF-y e IL-12 y reduccién de IL-4 en el
lugar de la picadura, promoviendo un ambiente inhéspito para la supervivencia del
pardsito. Estos pardmetros son indicadores de la activacién de los macréfagos y la
temprana destruccion de Leishmania, ademds de la polarizacién hacia una respuesta

Th1 a nivel dérmico (14,33,50-55).

En un primer contacto con la saliva se produce un incremento de citoquinas
Th2 (fundamentalmente IL-4) por parte de las células epidérmicas. En condiciones
de preexposicién a la saliva, tras una nueva picadura, esta inclinacién hacia una
respuesta Th2 es anulada (12).

Actualmente se estdn explorando diversas proteinas salivales de flebotomos como
candidatos vacunales frente a la leishmaniosis con resultados prometedores. A dia de
hoy, se han testado algunos antigenos salivales usando modelos de ratén, cricetos,
perro e incluso primate no humano (42,54-60). En este sentido, el desarrollo de
vacunas que bloqueen la transmisién avanza a grandes pasos y ya existe una vacuna
frente a diversas arbovirosis que contiene cuatro péptidos salivales de mosquitos y que
se encuentra en ensayo clinico de fase I con resultados prometedores de tolerancia
e inmunogenicidad (61,62).

LAS PROTEINAS SALIVALES COMO MARCADORES DE EXPOSICION A
LA PICADURA DE FLEBOTOMOS

El desarrollo de anticuerpos frente a la saliva de los artrépodos hematéfagos es
especificamente dependiente de la exposicién a estos. La correlacidn entre los niveles
de anticuerpos de tipo IgG antisaliva y la exposicién a los artrépodos se evidencid
por primera vez con sueros de campesinos que habian estado en contacto con las
picaduras de Ixodes damini en New Jersey (63). Posteriormente, otros estudios
seroldgicos han puesto de manifiesto la cinética estacional de estos anticuerpos
coincidente con el periodo de actividad de los artrépodos (63-65).
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Por tanto, los anticuerpos antisaliva de los artrépodos podrian ser de utilidad
como indicadores de la exposicién a estos. Esta herramienta es de gran interés en
estudios epidemioldgicos, ya que de una manera sencilla arroja informacién com-
plementaria a las encuestas entomolégicas. Asi, no sélo conocemos la densidad de
insectos en una zona, sino el nivel de exposicién a las picaduras al que los habitan-
tes o reservorios estdn sometidos. Existen estudios que avalan el potencial de esta
novedosa metodologia como una herramienta ttil para determinar la eficacia de
campanas de lucha antivectorial. La diminucién de los niveles de anticuerpos anti-
saliva en una poblacién, tras la incorporacién de medidas antivectoriales, implicaria
un éxito en dicha campana, tal y como ha ocurrido en Nepal o Angola tras el uso
de mosquiteras impregnadas con insecticida en zonas endémicas de leishmaniosis y
malaria, respectivamente (66,67). También se ha puesto de manifiesto la utilidad de
los gallos como animales centinela para monitorizar la exposicién a los flebotomos,
ya que estas aves también desarrollan anticuerpos especificos (68), tal y como se ha
realizado en programas de control de virus transmitidos por culicidos en Estados

Unidos (69).

Esta metodologia se ha utilizado en algunas zonas endémicas de Brasil, India,
o Portugal para estimar la exposicién de humanos a las picaduras de L. longipalpis,
Phlebotomus argentipes o Phlebotomus perniciosus respectivamente (24,26,27,30,70,71)
dando buenos resultados al trabajar con el homogeneizado de la saliva como antigeno.
La dificultad en la obtencién del antigeno salival mediante diseccién y la diversidad
de la saliva, inter e intraespecifica, ha hecho que, se tienda a la utilizacién de las

proteinas recombinantes de la saliva como marcadores mds concretos (26,68,72).

Los anticuerpos antisaliva estdn siendo utilizados también para medir la exposi-
cién de humanos o animales domésticos a diferentes vectores tales como mosquitos,
garrapatas, mosca tse-tse, simulidos o triatominos (73-77).

APLICACION DEL ESTUDIO DE LA SALIVA AL ESTUDIO DEL BROTE DE
LEISHMANIOSIS DE LA COMUNIDAD DE MADRID

En el Suroeste de la Comunidad de Madrid estd teniendo lugar el mayor brote
de leishmanisis visceral humana de Europa (78). Desde 2009 se ha producido un
incremento sustancial de la tasa de incidencia de la enfermedad que tras enérgicas me-
didas de control frente al vector, reservorios y manejo de casos clinicos, la incidencia
se ha logrado rebajar aunque se sigue encontrando por encima de valores anteriores
al inicio del brote. En este brote singular, la seroprevalencia de Leishmania spp. en
perros, el principal reservorio de Leishmania infantum en la cuenca mediterrdnea,

se situaba por debajo de la media de la Comunidad de Madrid (79,80), por lo que
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se procedi6 a estudiar otros posibles reservorios que pudieran estar implicados en el
brote. Las liebres y los conejos presentaron prevalencias de infeccién muy elevadas
(81) y han demostrado ser infectivas para los flebotomos en estudios de xenodiag-
néstico (82,83). Toda esta informacién ha puesto de manifiesto la existencia de un
ciclo de transmisién silvestre independiente del doméstico tradicional, y vinculado
a la periferia urbana (78,84). En estudios entomoldgicos se ha determinado que
P, perniciosus es el vector implicado en el brote, encontrdndose en densidades muy
elevadas y se han detectado ADN de Leishmania en los flebotomos en valores muy

elevados (85,80).

Por tanto, en este contexto del brote de leishmaniosis en la Comunidad de
Madrid nos propusimos por un lado estudiar, mediante ELISA, la exposicién de
las liebres, conejos y perros a las picaduras de P perniciosus (Figura 1), determinar
mediante Western Blor (WB) la inmunogenicidad de las proteinas salivales usando
sueros de liebres y conejos y por tltimo evaluar las proteinas recombinantes como
marcadores de exposicién en animales silvestres.

Figura 1. Determinacién de anticuerpos antisaliva mediante ELISA indirecto.
Panel A: Cuando un flebotomo se alimenta de un vertebrado, éste desarrolla anticuerpos frente a las
proteinas de la saliva de los flebotomos. La determinacién del nivel de anticuerpos IgG en el suero de
los vertebrados nos permite conocer el nivel de exposicién de los vertebrados a las picaduras de los
flebotomos. Panel B: ELISA indirecto para la determinacién de niveles de IgG frente al extracto salival o
proteinas salivales recombinantes. Fuente: CDC/Frank Collins (Fotografia de Phlebotomus papatasi) y UEM/
ISCIIl/Inés Martin Martin (fotografia de la técnica ELISA).
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En la Unidad de Entomologia Médica del Instituto de Salud Carlos I1I (UEM)
se ha descrito, por primera vez, el mapa proteémico de la saliva de este insecto
combinando las técnicas de electroforesis bidimensional y espectroscopia de masas
y; se han identificado las proteinas antigénicas para diversos animales de laboratorio
(87). Asi mismo, se estudié la cinética que siguen los anticuerpos antisaliva en rato-
nes y en conejos expuestos experimentalmente a las picaduras de P perniciosus. Se
construyé una genoteca de ADNc a partir de las gldndulas salivales de P perniciosus,
y se identificaron diversas moléculas inmunogénicas que, posteriormente, se han
clonado, expresado y purificado. Las proteinas recombinantes producidas se han
evaluado como marcadores de exposicién a las picaduras de los flebotomos (88).

Una vez estandarizadas las condiciones de ELISA 77 house (1abla 1), se estudid
la exposicién mediante la medida de los niveles de anticuerpos IgG antisaliva de 2
perniciosus presentes en el suero de diferentes reservorios: el perro, como el reservorio
doméstico cldsico en la cuenca mediterrdnea; la liebre y el conejo como reservorios
silvestres recientemente descritos (89).

Tabla 1. Condiciones del ELISA in house para la deteccién
de anticuerpos antisaliva establecidas en la UEM (ISCIII).

Protocolo de ELISA in house

Tapizado Incubacién durante toda la noche a 4 °C de 1/2 gldndula salival por pocillo en 100 pl de
solucién carbonato/bicarbonato a 0,02 M, pH 9,5.

Lavados 2 lavados de 100 pl con PBS-Tween al 0,05%

Bloqueo Leche desnatada (BioRad) al 6% en PBS-Tween al 0,05%, durante 1 h a 37 °C

Lavados 3 lavados de 100 pl con PBS-Tween al 0,05%.

Sueros Incubacién con sueros, diluidos a 1/50 en leche al 2%, en PBS-Tween al 0,05%, durante 3

ha37°C

Lavados 4 lavados con 100 pl de PBS-Tween al 0,05%

Conjugado  Incubacidn con el correspondiente anticuerpo, conjugado con peroxidasa diluido en 100 pl
de PBS-Tween al 0,05% (anti IgG de perro Bethyl Laboratories’, dilucién 1:1.000, anti IgG
de conejo AbD Serotec, dilucién 1:2.500) durante 1 ha 37 °C

Lavados 6 lavados con 100 pl de PBS-Tween al 0,05%

Revelado 5-10 min de incubacién a temperatura ambiente con 100 pl de OPD (0,5 mg/ml) en
solucién citrato/fosfato, pH 5,5 y 0,001% (v/v) de H,0,, al 30%

Parada 100 pl de H SO, al 10%
Lectura Las lecturas de absorbancia se realizaron a 492 nm en un espectrofotémetro Multiskan FC
(Thermo Scientific)
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Exposicion de liebres y conejos a las picaduras de los flebotomos

Se utilizaron sueros de 59 liebres (Lepus granatensis) y 13 conejos (Oryctolagus
cuniculus) capturados durante el otono-invierno de 2011/2012 en el parque cercano
al brote de leishmaniosis humana del suroeste de Madrid. Se usaron ademds otros
8 conejos capturados en el invierno de 2013. Dichos animales fueron capturados
por la Comunidad de Madrid en el marco del programa de eliminacién de posibles
reservorios de Leishmania spp. en esta zona.

Como muestras de animales no expuestos a los flebotomos se emplearon 18
sueros de liebres (Lepus europaeus) procedentes de la Repuiblica Checa, donde hasta
la fecha no se ha reportado la presencia de flebotomos. Como control positivo de
la exposicidn a los flebotomos se utilizé el suero de un conejo experimentalmente
expuesto a la picadura de P, perniciosus de Murcia. Ambos sueros control fueron
suministrados por el Laboratorio de Biologia de Vectores de Charles University in

Prague, Republica Checa LBV (CUNI).

El estudio de la exposicién de los animales se realizé6 mediante la técnica de
ELISA in house optimizada en la UEM (ISCIII) y se comparé con los resultados de
la técnica desarrollada en el LBV (CUNI), obteniéndose datos altamente concor-
dantes. Utilizando la misma bateria de sueros de liebres y conejos, esta correlacién
alcanz6 valores de r=0,9676 y r=0,8681, respectivamente (p<0,0001 en ambos casos).

Todos los sueros de las liebres capturadas en la zona cercana al brote de leish-
maniosis humana de la CM (n=59) mostraron niveles de anticuerpos IgG antisaliva
significativamente superiores (p<0,0001) a los niveles de IgG presentes en los sueros
de las liebres de una zona no endémica (Repdblica Checa), tal y como se muestra en
la Figura 2A. El punto de corte de DO, ,=0,17 se establecié6 calculando la media de
las absorbancias de los controles negativos (n=18), mds dos desviaciones estdndar. Se
observé una distribucién muy heterogénea de los niveles de anticuerpos IgG antisali-
va, desde valores muy bajos (DO,,,=0,42) hasta valores muy elevados (DO,,,=3,95)
(Figura 2A) lo que sugiere diferencias en el grado de la exposicién a los flebotomos.

La mayoria de los sueros de conejos silvestres capturados en la Comunidad de
Madrid (81%) mostraron niveles de anticuerpos antisaliva significativamente supe-
riores (p<0,0001) al punto de corte establecido con 11 sueros negativos procedentes
de conejos mantenidos en el estabulario del ISCIIT (DO,,,=0,20). Los valores de
absorbancia fueron mds variables que los detectados en liebres, sin embargo, los
niveles méximos de DO, fueron menores en conejos.
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Figura 2. Niveles de anticuerpos IgG antisaliva de P. perniciosus presentes en los sueros

de liebres (Panel A) y conejos (Panel B). (®) Sueros de liebres no expuestas a las picaduras. (@):

Sueros de los conejos capturados en la Comunidad de Madrid durante 2011/2012. (®): Sueros de los
conejos capturados durante 2013. (***): p<0,0001.
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En funcién del nivel de anticuerpos obtenidos por ELISA se seleccionaron sue-
ros de liebres y conejos para ser estudiados mediante WB con el extracto salival. Se
determinaron asi los antigenos responsables de la inmunogenicidad observada me-
diante ELISA. Los sueros de los animales silvestres reconocieron diferentes proteinas
de la saliva, con una intensidad variable que presumiblemente se corresponden con
proteinas amarillas, apirasas, similares a ParSP25 y relacionadas con D7 (Figura 3).

Asi, nuestros resultados de niveles de anticuerpos antisaliva en liebres y conejos
concuerdan con la determinacién de las preferencias alimentarias de los flebotomos
capturados en la zona (85,86,90). Ambos estudios son complementarios y permiten
afirman que estos lagomorfos son una importante fuente de alimentacién para los
flebotomos del 4rea del brote y, por tanto, estdn contribuyendo al mantenimiento
de elevadas densidades de flebotomos en esta zona.

Los resultados obtenidos en los estudios realizados demostraron que, tanto los
animales domésticos como los silvestres, estuvieron expuestos a las picaduras de P
perniciosus. Estos datos representaron las primeras determinaciones de niveles de
anticuerpos antisaliva en reservorios vertebrados en Espafia (91), a las que se han
sumado posteriores estudios en Catalufia, Mallorca y Murcia (92-94). De forma
general suponen la deteccién por primera y tnica vez de anticuerpos antisaliva en
el suero de lepdridos silvestres, por lo que no ha sido posible la comparacién con
datos previos de exposicién de animales. En particular, los resultados indican que
todas las liebres y la mayoria de los conejos silvestres (86%) estudiados estuvieron
expuestos a las picaduras de P perniciosus. El amplio rango de niveles de anticuerpos
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antisaliva detectados en los sueros de liebres y conejos sugiere un diferente grado de
exposicién de los animales a las picaduras.

Figura 3. Reconocimiento de las proteinas de la saliva de P. perniciosus (SGH) por los
sueros de los lepéridos, mediante WB. A) Sueros de liebres (carriles 1-3). (C-) Control negativo
(suero de una liebre de zona no endémica, Republica Checa). B) Sueros de conejos (carriles 4-5). (C+):
Control positivo de exposicién (suero de un conejo experimentalmente expuesto a la picadura de P.
perniciosus), (C-): Control negativo (suero de un conejo de estabulario).
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Aunque se detectaron niveles de anticuerpos antisaliva superiores en liebres que
en conejos no se puede concluir que exista una mayor exposicién de las liebres a
las picaduras de los flebotomos, pues no se puede descartar una diferente afinidad/
reactividad del conjugado anti IgG de conejo con las IgG de liebre. Tampoco se
puede descartar una diferente antigenicidad de las proteinas salivales para estos dos
vertebrados, tal y como se observé en los experimentos de deteccién de antigenos
salivales usando sueros de ambos animales, mediante WB, donde la banda de 27
kDa fue exclusivamente reconocida por los sueros de liebres y la banda de 37 kDa
por los sueros de conejos (Figura 3). Las liebres y los conejos, a pesar de pertenecer
a la misma familia Leporidae presentan diferencias notables en su respuesta inmu-
ne (95), por lo que podrian responder de una manera distinta a la infeccién por
Leishmania spp.

Por otro lado, observaciones derivadas del trabajo con flebotomos coloniza-
dos han demostrado que los conejos son una importante fuente de alimentacién
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sanguinea para las especies del subgénero Larroussius (96-98). Estos datos han sido
confirmados por los elevados porcentajes de alimentacién obtenidos en los expe-
rimentos de inmunizacién de conejos a través de la picadura de P perniciosus. La
productividad, entendida como la relacién entre el nimero de huevos puestos y
el nimero de adultos eclosionados, es mayor cuando se alimentan de sangre de
conejos que de otros vertebrados, tales como cricetos, perros o humanos (96). La
combinacién de los elevados niveles de anticuerpos antisaliva observados en conejos
y la determinacién de las preferencias alimentarias de los flebotomos capturados en
la zona (86), nos permitieron concluir que estos lagomorfos son una importante
fuente de alimentacién para los flebotomos del 4rea del brote y, por tanto, estin
contribuyendo al mantenimiento de elevadas densidades de flebotomos en las cer-
canias de dreas urbanas densamente pobladas donde estd teniendo lugar el brote.
Todos estos datos refuerzan la hipétesis sobre la posible implicacién de los lepéri-
dos como reservorios activos y la existencia de un ciclo silvestre en este escenario,
independiente del doméstico (82,99).

Un dato interesante es que todas las liebres y los conejos fueron capturados
durante el invierno. Por tanto, los niveles elevados de anticuerpos antisaliva detec-
tados en el suero de los lepéridos se mantuvieron al menos tres meses, desde finales
de octubre del afio anterior, final de la temporada de actividad de P perniciosus en
la Comunidad de Madrid (100) hasta el momento de la captura (enero-marzo). Es
importante conocer durante cudnto tiempo los anticuerpos antisaliva pueden per-
manecer detectables en el suero de los animales. Existen pocos trabajos en los que
se haya evaluado la cinética de los anticuerpos antisaliva y estos se han centrado en
ratones, perros y humanos (18-21,70). Nuestro grupo de investigacién ha aportado
datos sobre la cinética de los anticuerpos antisaliva en conejos inmunizados experi-
mentalmente a través de las picaduras de P perniciosus (101), que permitieron afirmar
que al menos una parte de la respuesta de anticuerpos podria persistir en el suero
de los animales silvestres desde el final del periodo de actividad de los flebotomos
(de octubre a noviembre), hasta el inicio del siguiente (entre mayo y junio), confir-
mando los hallazgos observados de la elevada respuesta antisaliva en los lepéridos
de la zona del brote de la Comunidad de Madrid capturados durante el invierno.

Las determinaciones sobre la persistencia de los anticuerpos antisaliva son de vital
importancia para poder establecer el momento adecuado para evaluar el resultado
de las campanas de control vectorial. Por lo tanto, se hace necesario incidir en estos
estudios ya que se desconoce la influencia de la pauta de exposicién en la posterior
cinética de los anticuerpos antisaliva. Resulta muy complejo extrapolar una pauta
de inmunizacién experimental a la exposicién de los vertebrados a los flebotomos
en la naturaleza. Por otro lado, recientes estudios han demostrado que modificacio-
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nes en las pautas de exposicién a las picaduras conllevan notables diferencias en el
efecto protector de la saliva frente a la progresién de la leishmaniosis en un modelo
murino (102), por lo que se requieren estudios mds exhaustivos sobre la dindmica
de los anticuerpos antisaliva con diferentes pautas de inmunizacién.

A lo largo de 2012, se llevaron a cabo una serie de medidas de control en el
suroeste de la Comunidad de Madrid con el fin de detener la propagacién de esta
epidemia (103). Una forma de evaluar la eficacia de las campanas antivectoriales es
constatar la reduccién de la exposicién de los reservorios a las picaduras de los fle-
botomos, tras comprobar una disminucién del nivel de anticuerpos antisaliva. Esta
metodologia ha sido empleada para mostrar el éxito de campafias de control de mosca
tse-tse, triatominos y culicidos (66, 104,105). No se encontraron diferencias entre los
niveles de anticuerpos antisaliva de conejos capturados durante 2011/2012 respecto
alos de 2013 (p=0,59), es decir antes y después de la instauracion de las medidas de
control (Figura 2B). Esto puede deberse al bajo niimero de sueros empleados en esta
comparacién o al tiempo de evaluacién, ya que quizd el periodo transcurrido entre
la aplicacién de las medidas de control (fundamentalmente verano) y la captura de
los animales (siguiente invierno) no fuera suficiente para detectar una caida en los
niveles de anticuerpos antisaliva, tal y como sugieren los resultados preliminares de
la cinética de anticuerpos antisaliva en conejos expuestos experimentalmente a la
picadura de P perniciosus (101).

En el estudio de la exposicién a la saliva de animales procedentes del brote se
evaluaron también los niveles de anticuerpos frente a varias proteinas recombinantes
de la saliva. Utilizamos la apirasa rSP01B, que habia mostrado su utilidad como
marcador de exposicién a la picadura en ratones, pero no en perros, ya que los niveles
de anticuerpos frente al extracto salival no se correlacionaban con los anticuerpos
frente a esta proteina recombinante en ELISA (106). No obstante, en el caso de
los lepéridos confirmamos una correlacién positiva, estadisticamente significativa,
entre los niveles de anticuerpos frente al extracto salival y la proteina recombinante
rSPO1B, validdndose su utilizacién como marcador de exposicion en dichos animales
silvestres (Figura 4). El reconocimiento de esta proteina recombinante por los sueros
de liebres y conejos silvestres fue reafirmado por WB. Estos resultados corroboran
la diferencia de especificidad de la respuesta inmune frente a la saliva (10).
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Figura 4. Correlacién entre los niveles de anticuerpos IgG, mediante ELISA, frente al
extracto salival (SGH) y a las proteinas recombinantes rSPO3B y rSPO1B, detectados en
los sueros de los lepéridos. A) Liebres. B) Conejos.
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Exposicion de perros a las picaduras de los flebotomos

Los sueros de perros con dueno, residentes en Fuenlabrada y Leganés, se ob-
tuvieron durante la campafa antirrdbica 2012 (mayo-julio) llevada a cabo por
los correspondientes ayuntamientos. De los 561 sueros de perros disponibles, se
eligieron 37, de acuerdo a sus caracteristicas clinico-epidemioldgicas reflejadas en
las fichas anotadas por los veterinarios que participaron en la campana antirrabica.
Los grupos se establecieron en funcién del potencial de exposicién de dichos perros
a la picadura de los flebotomos y se diferencian fundamentalmente en el uso de
insecticidas y pernocta intra o extradomiciliaria. Los criterios de inclusién en cada
grupo, asi como el niimero total de sueros, se especifican en la Tabla 2.
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Tabla 2. Clasificacién de los perros seleccionados para el estudio de acuerdo a su
potencial exposicién a la picadura de los flebotomos.

Nivel de exposicién

N.e de perros .. . ..
de los perros a los P Criterios de inclusién
estudiados
flebotomos
Edad < 2 anos; clinicamente asintomdticos; uso de insecticidas
topicos; pernocta intradomiciliaria; serologia a Leishmania
Bajo 17 negativa (inmunocromatografia rK39 e IFI); ausencia de
viajes a zonas endémicas; ausencia de relacién con casos de
leishmaniosis humana o canina.
Elevado 17 Clinicamente asintomdticos; ausencia de uso de insecticidas

tépicos y/o pernocta extradomiciliaria; serologia a Leishmania
negativa (inmunocromatograffa rK39 e IFI).

Todos los sueros de perros con propietario, residentes en la zona de Fuenlabrada
y Leganés (n=37), presentaron niveles de anticuerpos antisaliva altamente dispersos y
significativamente superiores (p<0,0001) al punto de corte (DO,,,=0,24) establecido
con 6 sueros de perros no expuestos a la picadura (Figura 5). Ademds, comprobamos
que los perros con factores de riesgo a la exposicién de los flebotomos (Grupo 2,
como la ausencia de uso de insecticidas o la pernocta extradomiciliaria, presentaban
niveles superiores que los sueros de los perros con un riesgo de exposicién tedrica-
mente limitado.

Los perros residentes en la zona del brote de leishmaniosis de la Comunidad de
Madrid presentaron niveles de anticuerpos antisaliva superiores a los de los sueros
de perros controles no expuestos, demostrando su exposicion a las picaduras de P
perniciosus. Aunque otros autores han determinado que los anticuerpos antisaliva
pueden persistir en el suero de los perros hasta el siguiente periodo de actividad
de los flebotomos (20), se puede asumir que al menos una parte de los niveles de
anticuerpos detectados se deba a una exposicién reciente ya que las muestras se re-
cogieron entre mayo y julio. En otros estudios llevados a cabo en Italia con perros
naturalmente expuestos a las picaduras de P perniciosus, se observé un incremento de
anticuerpos frente a la saliva durante el periodo de actividad de los flebotomos (18).
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Figura 5. Niveles de anticuerpos IgG antisaliva de P. perniciosus presentes en los sueros
de los perros con propietario residentes en el suroeste de la Comunidad de Madrid.
(®): Sueros de perros no expuestos a las picaduras. (®): Sueros de perros de la zona del brote
(®): Grupo 1: Perros con un bajo nivel de exposicién a los flebotomos. (®): Grupo 2: Perros con un
elevado nivel de exposicién a los flebotomos.
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Como era de esperar, nuestros resultados mostraron niveles menores de anti-
cuerpos antisaliva en perros potencialmente protegidos de las picaduras de vectores
(Grupo 1) que en los perros que no estaban tratados con insecticidas tépicos y/o
dormian al aire libre (Grupo 2). Estos resultados coinciden con observaciones previas
de otros autores en experimentos con perros expuestos naturalmente a la picadura
de P, perniciosus, en los que los animales tratados con insecticida recibieron un me-
nor nimero de picaduras que los no tratados, y desarrollaron una leve respuesta de
anticuerpos IgG antisaliva (18,20). El tratamiento con insecticidas es considerado
como una de las principales estrategias en el control de la leishmaniosis canina para
reducir el riesgo de la infeccién humana (107). En consecuencia, el seguimiento de
los anticuerpos antisaliva en perros proporcionarfa una informacién muy valiosa
sobre la eficacia de los programas de control.

En el estudio de la exposicién de reservorios a las picaduras de P perniciosus,
en el contexto del brote de leishmaniosis del suroeste de la Comunidad de Madrid,
no se incluyeron los datos de infeccién de los animales por L. infantum. La preva-
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lencia de la leishmaniosis canina en esta zona era demasiado baja, probablemente
debido a la eficacia de las medidas adoptadas por los propietarios para proteger a
sus perros frente a la picadura, y por tanto no se dispuso de suficientes sueros de
perros positivos para L. infantum procedentes del brote. Serdn necesarios estudios
mds pormenorizados para establecer una relacién clara entre la respuesta antisaliva
y la leishmaniosis.

Por otro lado, también se utilizé la proteina amarilla rfSPO3B para evaluar la
exposicién de liebres, conejos y perros a las picaduras de P perniciosus ya que, en
experimentos previos, habia sido reconocida por los sueros de perros expuestos
experimentalmente (106). Se trata de una proteina prometedora a utilizar como
marcador de exposicién ya que muestra buenos resultados con los sueros de liebres,
conejos y perros expuestos de forma natural y con los sueros de ratones y perros
expuestos de forma experimental (100).

REFERENCIAS

1. Volf P, Tesarova P, & Nohynkova EN (2000) Salivary proteins and glyco-
proteins in phlebotomine sandflies of various species, sex and age Med Ver
Entomol 14(3):251-256.

2. Ribeiro JM, Mans BJ, & Arca B (2010) An insight into the sialome of
blood-feeding Nematocera. Insect Biochem Mol Biol 40(11):767-784.

3. Krenn HW & Aspock H (2012) Form, function and evolution of the mou-
thparts of blood-feeding Arthropoda. Arthropod Struct Dev 41(2):101-118.

4. Fontaine A, et al. (2011) Implication of haematophagous arthropod salivary
proteins in host-vector interactions. Parasit Vectors 4:187.

5. Rochael NG, ez al. (2013) Leishmania amazonensis exhibits phosphatidyl-
serine-dependent procoagulant activity, a process that is counteracted by

sandfly saliva. Mem Inst Oswaldo Cruz 108(6):679-685.

6. Andersen JF, ez al. (2023) A bispecific inhibitor of complement and coagula-
tion blocks activation in complementopathy models via a novel mechanism.

Blood 141(25):3109-3121.

7. Valenzuela JG (2002) High-throughput approaches to study salivary proteins
and genes from vectors of disease. Insect Biochem Mol Biol 32(10):1199-1209.

8. Sumova P, ez 4l. (2019) Amine-binding properties of salivary yellow-related
proteins in phlebotomine sand flies. /nsect Biochem Mol Biol 115:103245.

Saliva de los flebotomos: aplicacién practica al estudio del brote

242



Estudio integral del brote comunitario de leishmaniasis en la Comunidad de Madrid

10.

11

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

Collin N, ez 4l. (2012) Lufaxin, a novel factor Xa inhibitor from the salivary
gland of the sand fly Luzzomyia longipalpis blocks protease-activated receptor
2 activation and inhibits inflammation and thrombosis in vivo. Arterioscler

Thromb Vasc Biol 32(9):2185-2198.

Ribeiro JM (1987) Role of saliva in blood-feeding by arthropods. Annual
Rev Entomol 32:463-478.

. Belkaid Y, ez al. (2000) Delayed-type hypersensitivity to Phlebotomus papatasi

sand fly bite: An adaptive response induced by the fly? Proc Natl Acad Sci U
§A97(12):6704-6709.

Belkaid Y, ez al. (1998) Development of a natural model of cutaneous
leishmaniasis: powerful effects of vector saliva and saliva preexposure on the
long-term outcome of Leishmania major infection in the mouse ear dermis.

J Exp Med 188(10):1941-1953.
Ghosh KN & Mukhopadhyay J (1998) The effect of anti-sandfly saliva

antibodies on Phlebotomus argentipes and Leishmania donovani. Int | Parasitol
28(2):275-281.

Valenzuela ]G, et al. (2001) Toward a defined anti-Leishmania vaccine
targeting vector antigens: characterization of a protective salivary protein. /

Exp Med 194(3):331-342.

Volf P & Rohousova I (2001) Species-specific antigens in salivary glands of
phlebotomine sandflies. Parasitology 122 Pt 1:37-41.

Rohousovd I, Ozensoy S, Ozbel Y, & Volf P (2005) Detection of species-spe-
cific antibody response of humans and mice bitten by sand flies. Parasitology

130(Pt 5):493-499.

Silva F, ez al. (2005) Inflammatory cell infiltration and high antibody pro-
duction in BALB/c mice caused by natural exposure to Lutzomyia longipalpis

bites. Am J Trop Med Hyg 72(1):94-98.

Vlkova M, et al. (2011) Canine antibody response to Phlebotomus perniciosus
bites negatively correlates with the risk of Leishmania infantum transmission.

PLoS Negl Trop Dis 5(10):e1344.

Vlkovd M, ez al. (2012) Kinetics of antibody response in BALB/c and
C57BL/6 mice bitten by Phlebotomus papatasi. PLoS Negl Trop Dis 6(7):e1719.

Hostomskd J, ez al. (2008) Kinetics of canine antibody response to saliva
of the sand fly Luzzomyia longipalpis. Vector Borne Zoonotic Dis (Larchmont,
N.Y 8(4):443-450.

Saliva de los flebotomos: aplicacién practica al estudio del brote

243



Estudio integral del brote comunitario de leishmaniasis en la Comunidad de Madrid

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

Vinhas V, ez al. (2007) Human anti-saliva immune response following expe-

rimental exposure to the visceral leishmaniasis vector, Lutzomyia longipalpis.
Eu ] Immunol 37(11):3111-3121.

Vlkovd M, et al. (2014) Comparative Analysis of Salivary Gland Transcriptomes
of Phlebotomus orientalis Sand Flies from Endemic and Non-endemic Foci

of Visceral Leishmaniasis. PLoS Negl Trop Dis 8(2):¢2709.
Paranhos-Silva M, ez al. (2003) A follow-up of Beagle dogs intradermally

infected with Leishmania chagasi in the presence or absence of sand fly saliva.
Vet Parasitol 114(2):97-111.

Barral A, et al. (2000) Human immune response to sand fly salivary gland
antigens: a useful epidemiological marker? Am J Trop Med Hyg 62(6):740-745.

Gomes RB, ez al. (2007) Antibodies against Lutzomyia longipalpis saliva in
the fox Cerdocyon thous and the sylvatic cycle of Leishmania chagasi. Trans
R Soc Trop Med Hyg 101(2):127-133.

Souza AP, et al. (2010) Using recombinant proteins from Lutzomyia lon-
g p Ly
gipalpis saliva to estimate human vector exposure in visceral Leishmaniasis

endemic areas. PLoS Negl Trop Dis 4(3):e649.

Teixeira C, et al. (2010) Discovery of markers of exposure specific to bites
of Lutzomyia longipalpis, the vector of Leishmania infantum chagasi in Latin
America. PLoS Negl Trop Dis 4(3):e638.

Bahia D, ez a/. (2007) Antibodies from dogs with canine visceral leishmaniasis
recognise two proteins from the saliva of Lutzomyia longipalpis. Parasitol Res

100(3):449-454.

Geraci NS, ez al. (2014) Profiling of Human Acquired Immunity Against
the Salivary Proteins of Phlebotomus papatasi Reveals Clusters of Differential
Immunoreactivity. Am J Trop Med Hyg 90(5): 923-938.

Maia C, et al. (2020) Monitoring Leishmania infection and exposure to
Phlebotomus perniciosus using minimal and non-invasive canine samples.
Parasit Vectors 13(1):119.

Vasconcelos CO, ez al. (2014) Distinct cellular migration induced by
Leishmania infantum chagasi and saliva from Lutzomyia longipalpis in a

hemorrhagic pool model. Rev Inst Med Trop Sao Paulo 56(1):21-27.

Peters NC, ez al. (2008) In vivo imaging reveals an essential role for neutro-
phils in leishmaniasis transmitted by sand flies. Science 321(5891):970-974.

Oliveira F, ez al. (2006) From transcriptome to immunome: identification
of DTH inducing proteins from a Phlebotomus ariasi salivary gland cDNA
library. Vaccine 24(3):374-390.

Saliva de los flebotomos: aplicacién practica al estudio del brote

244



Estudio integral del brote comunitario de leishmaniasis en la Comunidad de Madrid

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43,

44,

45.

Ribeiro JM (1995) Blood-feeding arthropods: live syringes or invertebrate
pharmacologists? Infect Agents Dis 4(3):143-152.

Titus RG & Ribeiro JM (1988) Salivary gland lysates from the sand
fly Lutzomyia longipalpis enhance Leishmania infectivity. Science
239(4845):1306-1308.

Morris RV, Shoemaker CB, David JR, Lanzaro GC, & Titus RG (2001)
Sandfly maxadilan exacerbates infection with Leishmania major and
vaccinating against it protects against L. major infection. J Immunol

167(9):5226-5230.

Prates DB, et al. (2011) Lutzomyia longipalpis saliva drives apoptosis and
enhances parasite burden in neutrophils. J Leukoc Biol 90(3):575-582.

Ribeiro JM, Katz O, Pannell LK, Waitumbi J, & Warburg A (1999) Salivary
glands of the sand fly Phlebotomus papatasi contain pharmacologically active
amounts of adenosine and 5’-AMP. J Exp Biol/ 202(Pt 11):1551-1559.

Katz O, Waitumbi JN, Zer R, & Warburg A (2000) Adenosine, AMP,
and protein phosphatase activity in sandfly saliva. Am | TRp Med Hyg
62(1):145-150.

Volfova V, Hostomska J, Cerny M, Votypka J, & Volf P (2008) Hyaluronidase

of bloodsucking insects and its enhancing effect on leishmania infection in

mice. PLoS Negl Trop Dis 2(9):¢294.

Chagas AC, et al. (2014) Lundep, a Sand Fly Salivary Endonuclease Increases
Leishmania Parasite Survival in Neutrophils and Inhibits XIIa Contact
Activation in Human Plasma. PLoS Pathogens 10(2):1003923.

Martin-Martin I, ez 2/. (2018) Immunity to LuloHya and Lundep, the salivary
spreading factors from Lutzomyia longipalpis, protects against Leishmania

major infection. PLoS Pathogens 14(5):e10070006.

Bell JE, Stewart SJ, & Wikel SK (1979) Resistance to tick-borne Francisella
tularensis by tick-sensitized rabbits: allergic klendusity. Am J Trop Med Hyg
28(5):876-880.

Wikel SK, Ramachandra RN, Bergman DK, Burkot TR, & Piesman J (1997)
Infestation with pathogen-free nymphs of the tick Ixodes scapularis induces
host resistance to transmission of Borrelia burgdorferi by ticks. Infect Immun

65(1):335-338.

Nazario S, et al. (1998) Prevention of Borrelia burgdorferi transmission in

guinea pigs by tick immunity. Am J Trop Med Hyg 58(6):780-785.

Saliva de los flebotomos: aplicacién practica al estudio del brote

245



Estudio integral del brote comunitario de leishmaniasis en la Comunidad de Madrid

46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

Jones LD & Nuttall PA (1990) The effect of host resistance to tick infestation
on the transmission of 7hogoro virus by ticks. / Gen Virol 71 (Pt 5):1039-1043.

Costa D], et al. (2004) Lutzomyia longipalpis salivary gland homogenate
impairs cytokine production and costimulatory molecule expression on
human monocytes and dendritic cells. Infect Immun 72(3):1298-1305.

Gomes RB, ez al. (2002) Seroconversion against Lutzomyia longipalpis saliva
concurrent with the development of anti-Leishmania chagasi delayed-type

hypersensitivity. 7he J Inf Dis 186(10):1530-1534.

Rohousovd I & Volf P (2006) Sand fly saliva: effects on host immune response
and Leishmania transmission. Folia Parasitol 53(3):161-171.

Oliveira E, Lawyer PG, Kamhawi S, & Valenzuela JG (2008) Immunity
to distinct sand fly salivary proteins primes the anti-Leishmania immune

response towards protection or exacerbation of disease. PLoS Negl Trop Dis
2(4):e226.

Gomes R, et /. (2012) Immunity to Sand Fly Salivary Protein LJM11
Modulates Host Response to Vector-Transmitted Leishmania Conferring
Ulcer-Free Protection. [ Invest Dermatol 132(12):2735-2743.

Gomes R, e /. (2008) Immunity to a salivary protein of a sand fly vector
protects against the fatal outcome of visceral leishmaniasis in a hamster

model. Proc Natl Acad Sci U S A 105(22):7845-7850.
Kamhawi S, Belkaid Y, Modi G, Rowton E, & Sacks D (2000) Protection

against cutaneous leishmaniasis resulting from bites of uninfected sand flies.

Science 290(5495):1351-1354.

Collin N, ez al. (2009) Sand fly salivary proteins induce strong cellular
immunity in a natural reservoir of visceral leishmaniasis with adverse con-

sequences for Leishmania. PLoS Pathogens 5(5):¢1000441.

Aguiar-Soares RD, et al. (2014) LBSapSal-vaccinated dogs exhibit increased
circulating T-lymphocyte subsets (CD4+ and CD8+) as well as a reduction
of parasitism after challenge with Leishmania infantum plus salivary gland
of Lutzomyia longipalpis. Parasit Vectors 7(1):61.

Oliveira F, er al. (2015) A sand fly salivary protein vaccine shows efficacy
against vector-transmitted cutaneous leishmaniasis in nonhuman primates.

Sci Transl Med 7(290):290ra290.
Abi Abdallah DS, ez al. (2014). A Listeria monocytogenes-based vaccine that

secretes sand fly salivary protein LJM11 confers long-term protection against
vector-transmitted Leishmania major. Infect Immun. 2014 Jul;82(7):2736-45.

Saliva de los flebotomos: aplicacién practica al estudio del brote

246



Estudio integral del brote comunitario de leishmaniasis en la Comunidad de Madrid

58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

da Silva RA, ez al. (2011) DNA vaccination with KMP11 and Lutzomyia
longipalpis salivary protein protects hamsters against visceral leishmaniasis.

Acta Trop 120(3):185-190.

Giunchetti RC, ez 4/. (2008) A killed Leishmania vaccine with sand fly saliva
extract and saponin adjuvant displays immunogenicity in dogs. Vaccine

26(5):623-638.

Zahedifard F, ez al. (2014) Enhanced protective eflicacy of nonpathogenic
recombinant Leishmania tarentolae expressing cysteine proteinases combined

with a sand fly salivary antigen. PLoS Negl Trop Dis 8(3):¢2751.

Manning JE, ez al. (2020) Safety and immunogenicity of a mosquito saliva
peptide-based vaccine: a randomised, placebo-controlled, double-blind,
phase 1 trial. Lancer 395(10242):1998-2007.

Manning JE, Morens DM, Kamhawi S, Valenzuela ]G, & Memoli M (2018)
Mosquito Saliva: The Hope for a Universal Arbovirus Vaccine? J Inf Dis
218(1):7-15.

Schwartz BS, Ribeiro JM, & Goldstein MD (1990) Anti-tick antibodies: an
epidemiologic tool in Lyme disease research. Am J Epidemiol 132(1):58-66.

Palosuo K, Brummer-Korvenkontio H, Mikkola J, Sahi T, & Reunala T
(1997) Seasonal increase in human IgE and IgG4 antisaliva antibodies to

Aedes mosquito bites. Int Arch Allergy Immunol 114(4):367-372.

Peng Z, Rasic N, Liu Y, & Simons FE (2002) Mosquito saliva-specific IgE and
IgG antibodies in 1059 blood donors. J Allergy Cli Immunol 110(5):816-817.

Drame PM, ez al. (2010) Human antibody response to Anopheles gambiae
saliva: an immuno-epidemiological biomarker to evaluate the efficacy
of insecticide-treated nets in malaria vector control. Am J Trop Med Hyg

83(1):115-121.

Gidwani K, ez al. (2011) Serological markers of sand fly exposure to eva-
luate insecticidal nets against visceral leishmaniasis in India and Nepal: a

cluster-randomized trial. PLoS Negl Trop Dis 5(9):¢1296.

Soares BR, et al. (2013) Seroconversion of sentinel chickens as a biomarker
for monitoring exposure to visceral Leishmaniasis. Sci Rep 3:2352.

Trevejo RT, Reisen WK, Yoshimura G, & Reeves WC (2005) Detection of
chicken antibodies to mosquito salivary gland antigens by enzyme immu-

noassay. / Am Mosq Control Assoc 21(1):39-48.

Saliva de los flebotomos: aplicacién practica al estudio del brote

247



Estudio integral del brote comunitario de leishmaniasis en la Comunidad de Madrid

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

78.

79.

80.

81.

Clements MF, ez al. (2010) Measurement of recent exposure to Phlebotomus
argentipes, the vector of indian visceral leishmaniasis, by using human anti-

body responses to sand fly saliva. Am ] Trop Med Hyg 82(5):801-807.

Iniguez E, er al. (2022) A Composite Recombinant Salivary Proteins Biomarker
for Phlebotomus argentipes Provides a Surveillance Tool Postelimination of

Visceral Leishmaniasis in India. / /nf'Dis 226(10):1842-1851.

Sumova P, ez al. (2021) PpSP32-like protein as a marker of human exposure
to Phlebotomus argentipes in Leishmania donovani foci in Bangladesh. Int
j Parasitol 51(12):1059-1068.

Poinsignon A, ez al. (2008) Human IgG antibody response to Glossina saliva:
an epidemiologic marker of exposure to Glossina bites. Am | Trop Med Hyg
78(5):750-753.

Drame PM, ez al. (2011) Human antibody responses to the Anopheles salivary
gSGG6-P1 peptide: a novel tool for evaluating the eflicacy of ITNs in malaria
vector control. PLoS One 5(12):¢15596.

Schwarz A, et al. (2009) Antibody responses of domestic animals to salivary
antigens of Triatoma infestans as biomarkers for low-level infestation of

triatomines. /nt | Parasitol 39(9):1021-1029.

Londono-Renteria BL, ¢z a/. (2018) Serosurvey of Human Antibodies

Recognizing Aedes aegypti D7 Salivary Proteins in Colombia. Front Public
Health 6(111).

Willen L, ez /. (2021) Human immune response against salivary antigens
of Simulium damnosum s.1.: A new epidemiological marker for exposu-
re to blackfly bites in onchocerciasis endemic areas. PLoS Negl Trop Dis
15(6):e0009512.

Arce A, er al. (2013) Re-emergence of leishmaniasis in Spain: community
outbreak in Madrid, Spain, 2009 to 2012. Euro surveillance 18(30):20546.

Gdlvez R, ez al. (2010) Emerging trends in the seroprevalence of canine leish-
maniasis in the Madrid region (central Spain). Ver Parasitol 169(3-4):327-334.

Gdlvez R, et al. (2020) Latest trends in Leishmania infantum infection in
dogs in Spain, Part I: mapped seroprevalence and sand fly distributions.

Parasit Vectors 13(1):204.

Moreno L, et al. (2014) Detection of anti-Leishmania infantum antibodies
in sylvatic lagomorphs from an epidemic area of Madrid using the indirect
immunofluorescence antibody test. Ver Parasitol 199:264-267.

Saliva de los flebotomos: aplicacién practica al estudio del brote

248



Estudio integral del brote comunitario de leishmaniasis en la Comunidad de Madrid

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

Molina R, ez al. (2012) The hare (Lepus granatensis) as potential sylvatic
reservoir of Leishmania infantum in Spain. Vet Parasitol 190(1-2):268-271.

Jiménez M, Gonzilez E, Martin-Martin I, Herndndez S, & Molina R (2014)
Could wild rabbits (Orycrolagus cuniculus) be reservoirs for Leishmania
infantum in the focus of Madrid, Spain? Vet Parasitol 202(3-4):296-300.

Aguado M, ez al. (2013) Outbreak of cutaneous leishmaniasis in Fuenlabrada,
Madrid. Actas dermo-sifiliograficas 104(4):334-342.

Gonzdlez E, ez al. (2021) Opportunistic feeding behaviour and Leishmania
infantum detection in Phlebotomus perniciosus females collected in the
human leishmaniasis focus of Madrid, Spain (2012-2018). PLoS Negl Trop
Dis 15(3):0009240.

Jiménez M, ez al. (2013) Detection of Leishmania infantum and identification
of blood meals in Phlebotomus perniciosus from a focus of human leishmaniasis

in Madrid, Spain. Parasitol Res 112(7):2453-2459.

Martin-Martin I, Molina R, & Jiménez M (2012) An insight into
the Phlebotomus perniciosus saliva by a proteomic approach. Acta Trop
123(1):22-30.

Martin-Martin I, Molina R, & Jiménez M (2013) Molecular and immu-
nogenic properties of apyrase SP01B and D7-related SP04 recombinant
salivary proteins of Phlebotomus perniciosus from Madrid, Spain. Biomed Res

Int 2013:5260069.

Martin-Martin I, ez al. (2014) High levels of anti-Phlebotomus perniciosus saliva
antibodies in different vertebrate hosts from the re-emerging leishmaniosis

focus in Madrid, Spain. Ver Parasitol 202(3-4):207-216.

Gonzalez E, Jimenez M, Hernandez S, Martin-Martin I, & Molina R (2017)
Phlebotomine sand fly survey in the focus of leishmaniasis in Madrid, Spain
(2012-2014): seasonal dynamics, Leishmania infantum infection rates and
blood meal preferences. Parasit Vectors 10(1):368.

Martin-Martin I, ez al. (2014) High levels of anti-Phlebotomus perniciosus
saliva antibodies in hares and other animals in the emerging leishmaniasis

focus in Madrid, Spain. Ver Parasitol. 202(3-4):207-16.

Burnham AC, ez al. (2020) Exploring the relationship between susceptibility
to canine leishmaniosis and anti-Phlebotomus perniciosus saliva antibodies
in Ibizan hounds and dogs of other breeds in Mallorca, Spain. Parasit Vectors

13(1):129.

Saliva de los flebotomos: aplicacién practica al estudio del brote

249



Estudio integral del brote comunitario de leishmaniasis en la Comunidad de Madrid

93. Velez R, et al. (2018) Seasonal dynamics of canine antibody response to

Phlebotomus perniciosus saliva in an endemic area of Leishmania infantum.
Parasit Vectors 11(1):545.

94. Risueno ], et al. (2019) Longitudinal monitoring of anti-saliva antibodies as
markers of repellent efficacy against Phlebotomus perniciosus and Phlebotomus

papatasi in dogs. Med Vet Entomol 33(1):99-109.
95. Carmo CR, Esteves P], Ferrand N, & van der Loo W (2006) Genetic

variation at chemokine receptor CCRS5 in leporids: alteration at the 2nd
extracellular domain by gene conversion with CCR2 in Orycrolagus, but not

in Sylvilagus and Lepus species. Immunogenetics 58(5-6):494-501.

96. Benito-De Martin MI, Gracia-Salinas MJ, Molina-Moreno R, Ferrer-Dufol
M, & Lucientes-Curdi J (1994) Influence de la nature du sang ingere sur

les parametres gonotrophiques de Phlebotomus perniciosus sous conditions
de laboratoire. Parasite (Paris, France) 1(4):409-411.

97. Killick-Kendrick M & Killick-Kendrick R (1991) The initial establishment
of sandfly colonies. Parassitologia 33 (Suppl):315-320.

98. Volf P & Volfova V (2011) Establishment and maintenance of sand fly
colonies. ] Vector Ecol 36 Suppl 1:S1-9.

99. Jiménez M, Gonzilez E, Martin-Martin I, Herndndez S, & Molina R (2014)
Could wild rabbits (Oryctolagus cuniculus) be reservoirs for Leishmania

infantum in the focus of Madrid, Spain? Ver Parasirol. 202(3-4):296-300.

100. Gélvez R, et al. (2010) Seasonal trends and spatial relations between
environmental/meteorological factors and leishmaniosis sand fly vector
abundances in Central Spain. Acta Trop 115(1-2):95-102.

101. Martin-Martin I, Molina R, & Jiménez M (2015) Kinetics of Anti-
Phlebotomus perniciosus Saliva Antibodies in Experimentally Bitten Mice

and Rabbits. PLoS ONE 10(11):e0140722.

102. Rohousova I, ez al. (2011) The protective effect against Leishmania infection
conferred by sand fly bites is limited to short-term exposure. International

journal for parasitology 41(5):481-485.

103. Sudrez-Rodriguez B, ez al. (2012) Situacion epidemiologica y de los factores
de riesgo de transmision de Leishmania infantum en Espana. Rev Espanola

Salud Publica 86(6):555-564.

104. Brosseau L, ez /. (2012) Human antibody response to Anopheles saliva for
comparing the efficacy of three malaria vector control methods in Balombo,

Angola. PLoS One 7(9):e44189.

Saliva de los flebotomos: aplicacién practica al estudio del brote | 250



Estudio integral del brote comunitario de leishmaniasis en la Comunidad de Madrid

105. Schwarz A, et al. (2011) Anti-triatomine saliva immunoassays for the eva-
luation of impregnated netting trials against Chagas disease transmission.
Int | Parasitol 41(6):591-594.

106. Drahota ], ez al. (2014) Recombinant antigens from Phlebotomus perniciosus
saliva as markers of canine exposure to visceral leishmaniases vector. PLoS

Negl Trop Dis 8(1):€2597.

107. Alexander B & Maroli M (2003) Control of phlebotomine sandflies. Med
Vet Entomol 17(1):1-18.

Saliva de los flebotomos: aplicacién practica al estudio del brote | 251



Estudio integral del brote comunitario de leishmaniasis en la Comunidad de Madrid

CAPITULO 12
Nuevas aproximaciones y aplicaciones
en el estudio de brotes de leishmaniasis

Lorena Bernardo, Barbara Dominguez, Ana Maria Torres, José Carlos Solana

Unidad de Leishmaniasis y Enfermedad de Chagas. Centro Nacional de
Microbiologia (ISCIII). Centro Colaborador de la OMS para Leishmaniasis.

CIBER de Enfermedades Infecciosas (CIBERINFEC), Instituto de Salud Carlos III.

Uno de los retos mds importantes en el control de un brote de leishmaniasis tiene
que ver con la obtencién de informacién suficiente como para encontrar su origen
y detener su expansién, asi como prever e impedir la aparicién de nuevos focos de
la enfermedad. Dado que el desarrollo de la leishmaniasis tras la infeccién depende
tanto de la susceptibilidad de la poblacién afectada, como de las caracteristicas de
los pardsitos responsables, es necesario analizar ambos aspectos y establecer su papel
en el aumento de los casos. Actualmente es posible abordar esta tarea con gran grado
de detalle gracias a la implementacién cada vez mayor de técnicas y herramientas
con las que estudiar el total del ADN de una muestra biolégica (genémica), su
ARN (transcriptémica) o el conjunto de sus proteinas (proteémica). El empleo de
estas aproximaciones forma parte de los objetivos de la Accién Estratégica en Salud
relacionados con la medicina personalizada, de precisién o medicina gendmica,
y su aplicacién en muestras biolégicas procedentes del brote de leishmaniasis ha
permitido obtener nueva informacién (Figura 1). Por un lado, se han realizado
anilisis proteémicos en vesiculas extracelulares obtenidas del plasma en bisqueda
de biomarcadores que definan distintos grados de evolucién de la enfermedad.
Por otro lado, se han realizado estudios gendémicos y fenotipicos sobre las cepas de
Leishmania causantes de los casos clinicos en el pasado brote de leishmaniasis del

suroeste de la Comunidad de Madrid.
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Figura 1. Estrategia para el desarrollo de la medicina de precisiéon en leishmaniasis.

Muestra de ; Caso d_E > Extraccion de
paciente  |eishmaniasis ADN

Plasma
Secuenciacion

Extraccion masiva NGS
Vesiculas Leishmaniasis
. Extracelulares - _E:

& - oy

Caracterizacion

Manifestacion MAXICIRCULO genptipica _de
clinica Leishmania
\‘___.-/- L
Respuesta Parasito
inmunitaria \
GENOMA x
Andlisis de H P
biomarcadores Estudio I‘J
ETonTE genémico b4
fenotipicos lﬂ
Aplicacid in vitro
cacién a o -
5 i Andlisis de resistencias y
ensayo diagnéstico \‘--.. % =
== ~—r sencillo Medicina virulencia
= L — genémica y s

personalizada

Resolucién del caso
Vigilancia epidemiolégica

BUSQUEDA DE BIOMARCADORES DE LEISHMANIASIS EN VESiCULAS
EXTRACELULARES

Los biomarcadores proporcionan informacién util asociada con el diagnéstico,
prondstico, evolucién o respuesta al tratamiento de una enfermedad. No obstante,
en el contexto de la leishmaniasis visceral, atin persiste la necesidad de hallar bio-
marcadores que permitan desarrollar herramientas para evaluar la efectividad de los
tratamientos, certificar la cura e identificar a individuos asintomdticos (1).

En esta dltima década, la investigacién en vesiculas extracelulares (VEs) como
una fuente de biomarcadores para el desarrollo de nuevas técnicas de diagnéstico ha
experimentado un crecimiento significativo. Las VEs son particulas lipidicas produ-
cidas y secretadas por una amplia variedad de células que se encuentran distribuidas
por diferentes fluidos corporales como el plasma, suero, orina, semen, saliva o leche
materna, entre otros (2). Su contenido estd principalmente compuesto por proteinas,
lipidos, dcidos nucleicos y diversos metabolitos, y manifiesta un patrén caracteris-
tico e influenciado por el linaje celular del que provienen. Este perfil se relaciona
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con los multiples procesos biolégicos en los que estas vesiculas participan, siendo
la comunicacién intercelular la mds destacada (3). Asi, su capacidad para transferir
informacién entre células ejerce un notable efecto en otras funciones bioldgicas
tales como la proliferacién celular, el metabolismo o la respuesta inmunoldgica (4).

Es debido a la influencia que estas vesiculas ejercen sobre la respuesta inmu-
nitaria que la investigacién en enfermedades infecciosas, como la leishmaniasis,
ha ido centrado gradualmente su atencién en entender su papel en las relaciones
patégeno-hospedador y las funciones especificas que ejerce el pardsito durante la
infeccién (5,6). Sin embargo, todavia no se han caracterizado en estas vesiculas
biomarcadores inmunolégicos para la leishmaniasis humana. Esto supondria un
gran avance en el diagndstico y manejo clinico de la leishmaniasis visceral, ya que
un biomarcador que indique que se ha logrado la cura podria usarse para reducir
los tiempos y ajustar las dosis de tratamiento, prevenir el riesgo de recaidas y apoyar
la investigacién de nuevos tratamientos de la enfermedad (1).

Por esa razdn, el laboratorio de leishmaniasis del Centro Nacional de Micro-
biologia (CNM) ha realizado un estudio para identificar biomarcadores de cura en
vesiculas extracelulares aisladas de plasma de pacientes del brote de leishmaniasis
del suroeste del drea metropolitana de Madrid. Este estudio compara los perfiles
proteicos de VEs aisladas de plasma de pacientes inmunocompetentes con leishma-
niasis visceral activa con aquellas obtenidas de pacientes a 1, 3 y 6 meses después de
comenzar el tratamiento antiparasitario. La seleccidon de estos intervalos de segui-
miento se fundament6 en las directrices de la OMS, que aconsejan un seguimiento
minimo de 6 meses después del tratamiento para evaluar la curacién completa de
la leishmaniasis visceral.

En primer lugar, se establecié una metodologia para el aislamiento de las VEs
en plasma que combina una cromatografia de exclusién molecular, que separa las
VEs por tamano en distintas fracciones (7), con una posterior ultracentrifugacién
diferencial para concentrar y aislar las vesiculas extracelulares de otros componentes
del fluido. Para caracterizar estas vesiculas aisladas, se evaluaron diversos pardmetros,
como la concentracién de particulas y el tamafno promedio de las mismas mediante
la tecnologia de seguimiento de nanoparticulas (NTA, por sus siglas en inglés), la
morfologia de las particulas a través de microscopia electrénica de transmisién, el
contenido total de proteinas mediante el ensayo de dcido bicinconinico (BCA) y la
deteccidn marcadores caracteristicos de VEs mediante Western blot. Finalmente,
se identificaron y cuantificaron las proteinas presentes en las vesiculas mediante
espectrometria de masas.
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Figura 2. Diagrama de las rutas de las 153 proteinas identificadas en la base de datos
Reactome. En color rojo se resaltan las rutas afectadas por el cambio en los niveles de
expresion y en gris aquellas rutas que no se encuentran alteradas. Esta representacién
sencilla proporciona una vision general de las vias alteradas, lo que facilita la
investigacién de posibles biomarcadores que estan involucrados en las rutas especificas
relacionadas con la leishmaniasis visceral.

Dirvsicoemnts
Basioy

Los resultados de la caracterizacién proteémica y el andlisis comparativo reve-
laron una marcada distincién de los perfiles proteicos entre los diversos grupos de
pacientes, sugiriendo un perfil caracteristico y distinguible entre ellos. En concreto,
se identificaron un total de 153 proteinas que eran comunes para todos los grupos
de pacientes, pero cuyos niveles de expresién difieren significativamente entre ellos.
También se determiné su funcién en la base de datos Reactome (https://reactome.
org/), y se encontrd que participan en un total de 860 rutas, agrupadas principal-
mente en las categorias de transduccién de sefales, respuesta inmunoldgica y enfer-
medad (Figura 2). Ademds, dentro de la categoria de enfermedad se identificaron
51 proteinas, de las cuales 12 de ellas participan en diversas vias relacionadas con el
proceso de infeccién por Leishmania.

Algunas de estas proteinas son potenciales biomarcadores capaces de discriminar
entre individuos enfermos y curados. Por ejemplo, la proteina ROCKI1, que estd
vinculada a la respuesta inmunitaria, se encuentra en mayor cantidad en pacientes
curados debido a la recuperacién de la respuesta inmunitaria tras el tratamiento
(Figura 3A). Mientras que HSP90ABI estd asociada con la ruta de infeccién por
Leishmania y es mas abundante en los enfermos (Figura 3B). Las diferencias entre
la abundancia de ambas proteinas en los pacientes curados durante el seguimiento
a 1, 3 y 6 meses abre la posibilidad que sean ttiles también como biomarcadores
tempranos de cura (entre 1 y 3 meses tras el tratamiento). La validacién de estos
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posibles biomarcadores, junto con otros candidatos, a través de técnicas complemen-
tarias como ELISA o Western Blot, es esencial para garantizar su utilidad diagnéstica
antes de su aplicacién en el dmbito clinico.

Figura 3. Andlisis comparativo de la expresién diferencial de dos potenciales
biomarcadores de cura entre los distintos grupos de pacientes. Se presenta el logaritmo
de la intensidad de sefial de TMT en relacién a los grupos de pacientes. TMT (Tandem
Mass Tags) es una «etiqueta» que se une a los péptidos que conforman las proteinas
para permitir su cuantificaciéon por el espectrometro de masas. Los grupos analizados
incluyen pacientes activos con leishmaniasis visceral (LV) y pacientes en seguimiento a 1,
3 y 6 meses después del tratamiento.
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Estos resultados confirman que la investigacion en la identificacién de biomar-
cadores en vesiculas extracelulares de plasma sanguineo es una via muy prometedora
en el campo de las enfermedades infecciosas como la leishmaniasis, y ofrecen la
posibilidad de identificar biomarcadores tempranos de curacién, lo que mejoraria la
evaluacion de la respuesta al tratamiento, y beneficiaria el diagnéstico y tratamiento
de casos en brotes epidémicos, como el ocurrido en la Comunidad de Madrid.

ESTUDIOS GENOMICOS EN CEPAS DE LEISHMANIA PRESENTES EN EL
BROTE

Como ya se ha mencionado, el andlisis de las caracteristicas moleculares de los
pardsitos aislados durante el brote es fundamental para entender su origen y las causas
de su aparicién, asi como obtener informacién 4til para su control (distribucién,
hospedadores, resistencias al tratamiento, etc.). Aunque las nuevas herramientas de
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secuenciacién masiva (INGS) permiten realizar un andlisis molecular minucioso, es
necesario disponer de una secuencia de referencia del genoma de L. infantum con el
que alinear las lecturas (secuencias) obtenidas. En 2018 el grupo de investigacién del
profesor Jose Maria Requena de la Universidad Auténoma de Madrid y el Servicio de
Genémica y Secuenciacién Masiva del Centro de Biologia Molecular Severo Ochoa,
publicaron un ensamblaje completo del genoma de la cepa JPCM5 de L. infantum
(8) y una secuencia de referencia para esta especie, cuya anotacién (identificacién
en la secuencia de cada uno de los genes) se mejora de forma constante (9). Gracias
a ello, ha sido posible realizar la secuenciacién masiva del ADN de un conjunto
de 47 cepas de L. infantum causantes de casos de leishmaniasis durante el pasado
brote. El resultado es una caracterizacién molecular con un grado de detalle y una

profundidad sin precedentes (Figura 4).

Figura 4. Flujo de trabajo NGS en cepas de Leishmania. El ADN nuclear y del kinetoplasto
(kDNA) extraido de Leishmania es secuenciado mediante la tecnologia de Illlumina. Las
secuencias obtenidas de pequeiio tamaiio son alineadas con el genoma de referencia
de L. infantum JPCM5. Con aquellas que alinean se realizan andlisis genémicos para
determinar la presencia de polimorfismos, variaciones en el nGmero de copias génicas
o el nimero de cromosomas (somia), entre otros. Las lecturas que no alinean con la
secuencia de los cromosomas son empleadas para ensamblar el contig correspondiente
con el maxicirculo de Leishmania y realizar el andlisis filogenético.
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NGS para la tipificacion de cepas clinicas de L. infanfum

La obtencién de datos de secuenciacién masiva supone disponer del total de
marcadores filogenéticos presentes en el genoma de Leishmania. No obstante, la
aproximacién elegida para su andlisis determina la rapidez, precisién, profundidad
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y fiabilidad de los resultados. A continuacién, se expone un ejemplo representativo
de tres aproximaciones que emplean distinta cantidad de informacién y necesitan
de mds o menos requerimientos computacionales o complejidad en el andlisis.

Tipificacién basada en el locus ribosomal

La aproximacién mis sencilla es el andlisis comparativo de la secuencia de una
regién del genoma con suficiente informacién filogenética como, por ejemplo, la
de las regiones espaciadoras internas (ITS) del locus ribosomal (Figura 5). Debido a
su variabilidad en la secuencia, las regiones ITS-1 e I'TS-2 se utilizan habitualmente
para la tipificacién de especies de Leishmania y la identificacién de genotipos en el
complejo L. donovani mediante secuenciacién Sanger (10). Como ya fue reportado
previamente durante el estudio pormenorizado de los casos del brote de leishma-
niasis (11), la mayoria de las cepas analizadas presentan, de acuerdo a la secuencia
de la regién I'TS-2, un genotipo «Lombardi» (33; 70,21%), seguido del genotipo
A (12; 25,33%), y también se detectd la presencia del genotipo B (1; 2,13%). Los
genotipos A (el de la cepa de referencia JPCM5) y B se han descrito habitualmente
en cepas de L. infantum aisladas en la Cuenca Mediterrdnea y estdn relacionados
con el zimodema MON-1. La clasificacién por zimodemas es un anterior método
de referencia para la tipificacién basado en el examen electroforético de isoenzimas
(MLEE). Por otro lado, el genotipo Lombardi (denominado asi por la cepa MHOM/
ES/1987/Lombardi) se relaciona con el zimodema MON-24 y parece ser el principal
responsable de este brote de leishmaniasis, pues se ha encontrado en la mayoria de
casos clinicos y en las liebres infectadas que sirvieron de reservorio (11,12).

La secuenciacién del locus ribosomal contintia siendo un método de referencia
para realizar andlisis filogenéticos, aunque no estd exento de limitaciones. El andlisis
de millones de lecturas de secuenciacién masiva ha puesto de manifiesto que esta
regién conservada tiene un polimorfismo genético mayor del esperado y que puede
pasar desapercibido durante la secuenciacién Sanger. Por ejemplo, existen variaciones
en la secuencia entre las distintas unidades ribosomales dispuestas en tindem que
forman el locus ribosomal de una misma cepa (Figura 5), lo que impide en algunos
casos obtener un resultado claro o significativo desde el punto de vista evolutivo.
Este hecho puede explicar por qué este marcador no es capaz de discriminar ade-
cuadamente entre algunas cepas o especies (especialmente en el subgénero Viannia).
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Figura 5. El locus ribosomal en Leishmania infantum. A) Esquema de la organizacién
de la regién ribosomal con los elementos anotados en L. infantum. B) Alineamiento de
las lecturas NGS y detalle de las regiones ITS-2 utilizadas para la identificaciéon de los

genotipos A, B y Lombardi. En el genotipo Lombardi se observa una insercién en la regién
ITS-2 poly(AT), una delecién en la regién poly(TA) y otra en el poly(G). El genotipo B tiene
una insercién de 2 bases en la regién poly(G), aunque solo en el 60% de las lecturas.
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El maxicirculo de Leishmania como marcador filogenético

Una estrategia alternativa es la eleccién de un marcador genético cuya variabi-
lidad dependa exclusivamente de la evolucién filogenética de los pardsitos y no se
vea sometido a otras variaciones que puedan anadir ruido o desinformacién. En ese
sentido, resulta muy interesante las caracteristicas que definen al ADN mitocon-
drial, que en Leishmania se encuentra en una estructura denominada kinetoplasto
(kDNA). El kinetoplasto estd formado por una red de decenas de maxicirculos, que
son el equivalente al genoma mitocondrial en la mayoria de eucariotas, y miles de
pequefios minicirculos importantes en el procesamiento postranscripcional de los
genes del maxicirculo. La secuencia del maxicirculo que codifica los genes del ge-
noma mitocondrial estd muy conservada entre la familia de los tripanosomdtidos y
constituye un marcador fiable para determinar las relaciones evolutivas entre estos
organismos. Ademds, esta regién codificante constituye una concatenacién natu-
ral de genes con alto valor filogenético (Figura 6), con una estructura similar a las
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construcciones artificiales con las secuencias de varios genes cromosémicos que se
emplean en algunas técnicas de genotipado como el MulltiLocus Sequence Typing
(MLST). Sin embargo, y a diferencia del ADN cromosémico, el ADN del kineto-
plasto se hereda de forma monoparental y no se ve afectado por polimorfismos y
eventos de recombinacién e hibridacién entre especies o cepas. A pesar de todas
estas ventajas, el empleo de la regién codificante del maxicirculo como marcador
filogenético no se ha podido desarrollar hasta hace poco. Debido a su tamano (17
kb, aproximadamente) ha sido necesario el uso de técnicas de secuenciacién masiva
o el disefo de long-range PCR para su ensamblaje.

Figura 6. Estudio filogenético mediante el kDNA del maxicirculo. A) Diagrama
esquemadatico de la regién codificante del maxicirculo de L. infantum (Obtenido de Solana
JC et al 2022 JCS: o, también, Solana y col., 2022 (13)). B) Relacién filogenética entre
124 cepas de L. infantum procedentes de la Cuenca Mediterranea y América. Tras el
alineamiento de las secuencias con MUSCLE su historia evolutiva fue inferida de mediante
el método de maxima similitud de Tamura-Nei. Se construyé un arbol filogenético de
acuerdo la distancia evolutiva calculada por los algoritmos Neighbor-Join y BioNJ. En el
arbol con la mayor similitud (log -20421,15) se indica el porcentaje de los 1000 arboles
construidos en los que los taxones asociados se agrupan conjuntamente.
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El andlisis filogenético de los maxicirculos de las cepas de L. infantum presentes
en el brote ha mostrado la existencia de dos grupos claramente diferenciados. En
uno de ellos se incluye la cepa de referencia JPCMS5 y cepas clinicas procedentes de
Brasil, Espana y el norte de Africa (Figura 6B). El otro grupo acumula un total de 17
cambios en la secuencia codificante del maxicirculo y estd formado exclusivamente
por cepas del brote, en su mayoria con genotipo I'TS-2 Lombardi (Tabla 1). Este
grupo es evolutivamente distinto al de la JPCMS5 vy tiene algunas posiciones comu-
nes con otras especies y genotipos epidemiolégicamente interesantes encontrados
en brotes de leishmaniasis en el Mediterrdneo oriental (13).

Andlisis de sitios polimérficos y huella genémica

Otra aproximacién NGS para una tipificacién molecular consiste en seleccionar
y comparar todas aquellas posiciones en el genoma que sean polimérficas, esto es,
que presenten alguna variabilidad, ya sea un cambio de nucleétido, inserciones o
deleciones (Figura 7). Esta comparativa global del genoma posibilita la caracteriza-
cién inequivoca de cada aislado clinico, pues dos cepas aisladas del mismo paciente
en distinto momento (tras una recaida, por ejemplo) muestran un porcentaje de
similitud en las posiciones polimérficas mayor entre ellas que con cualquier otra
cepa. Se trata, por lo tanto, de obtener una firma molecular que puede utilizarse para
genotipar una cepa de manera individual y, por tanto, poder también distinguir una
leishmaniasis debido a una recaida o debido a una reinfeccién (Figura 7B).
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Figura 7. Huella genémica de L. infantum. A) Se muestra el posicionamiento de los
sitios polimérficos y el nUmero de variables en cada posicién en el cromosoma 1 de L.
infantum de varias cepas clinicas y la cepa de referencia JPCM5. Las cepas distribuyen

en dos grupos claramente diferenciados segun el nomero de estos sitios polimérficos. Las

cepas 3 y 9 tienen una huella genémica muy similar, debido a que fueron obtenidas del

mismo paciente con una diferencia de tres meses. B) Comparativa de la huella genémica,

indicandose el porcentaje de sitios polimérficos comunes en el genoma de distintas cepas
de L. infantum.
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Ademds, este andlisis ha permitido clasificar las cepas clinicas en funcién de
otro pardmetro genético: el nimero de sitios polimérficos. Mientras que un grupo
de cepas, entre las que se incluye JPCMS5, tiene un niimero moderado o bajo de
sitios polimoérficos, el otro grupo tiene hasta 10 veces mds (Tabla 1). Este segundo
grupo incluye mayoritariamente a las cepas del genotipo I'TS-2 Lombardi y B, y un
maxicirculo distinto al de JPCMS5. La correlacién no es total, pues las cepas 10y 11
con genotipo Lombardi y maxicirculo distinto al de JPCMS5 (y la cepa 1 que ITS-2

Lombardi con maxicirculo JPCM5) tienen un elevado niimero de polimorfismos.
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Esto podria ser el resultado de la existencia de fenémenos evolutivos y de hibridacién
activos durante el brote de leishmaniasis.

Tabla 1. Tipificacién de aislados clinicos de Leishmania mediante tres aproximaciones
NGS. Se indica si la cepa procede de un caso de leishmaniasis visceral (LV) o cutanea
(LC) y si el paciente estd coinfectado o no con VIH, o no esta determinado (ND).

Aislado clinico  Leishmaniasis  Inmunosupresién G‘;{;‘g‘; ° m(:ii'fﬁﬁli 0 Polimlj;;smos
1 Lv ND Lombardi JPCM5 ALTO
2 15% NO VIH A JPCMS5 BAJO
3 LV VIH A JPCMS5 BAJO
4 LV VIH A JPCMS5 BAJO
5 LV VIH A JPCMS5 BAJO
6 LV NO VIH A JPCMS5 BAJO
7 Lv ND A JPCMS5 BAJO
8 LC ND A JPCMS5 BAJO
9 LC ND A JPCMS BAJO
10 LV ND A JPCMS5 ALTO
11 15% ND A JPCMS5 ALTO
12 LV NO VIH A JPCMS5 BAJO
13 LV VIH A JPCMS5 BAJO
14 LV VIH A JPCMS5 BAJO
15 LV VIH Lombardi ~ NO-JPCMS ALTO
16 LC ND Lombardi NO-JPCM5 ALTO
17 LV ND Lombardi ~ NO-JPCMS ALTO
18 LC ND B NO-JPCM5 ALTO
19 LC ND Lombardi NO-JPCM5 ALTO

20 15% VIH Lombardi ~ NO-JPCMS5 ALTO
21 LC NO VIH Lombardi NO-JPCM5 ALTO
22 15% NO VIH Lombardi ~ NO-JPCMS5 ALTO
23 Lv NO VIH Lombardi NO-JPCM5 ALTO
24 15 NO VIH Lombardi ~ NO-JPCMS5 ALTO
25 Lv NO VIH Lombardi NO-JPCM5 ALTO
26 LV NO VIH Lombardi ~ NO-JPCMS ALTO
27 LV VIH Lombardi ~ NO-JPCMS5 ALTO
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Tabla 1. Tipificaciéon de aislados clinicos de Leishmania mediante tres aproximaciones
NGS. Se indica si la cepa procede de un caso de leishmaniasis visceral (LV) o cutanea
(LC) y si el paciente esta coinfectado o no con VIH, o no esta determinado (ND).

28 Lv ND Lombardi NO-JPCM5 ALTO
29 Lv VIH Lombardi NO-JPCM5 ALTO
30 Lv ND Lombardi NO-JPCM5 ALTO
31 Lv ND Lombardi NO-JPCM5 ALTO
32 LC ND Lombardi NO-JPCM5 ALTO
33 LC ND Lombardi NO-JPCM5 ALTO
34 LC ND Lombardi NO-JPCM5 ALTO
35 LC ND Lombardi NO-JPCM5 ALTO
36 LC ND Lombardi NO-JPCM5 ALTO
37 LC ND Lombardi NO-JPCM5 ALTO
38 LC ND Lombardi NO-JPCM5 ALTO
39 LC ND Lombardi NO-JPCM5 ALTO
40 LC ND Lombardi NO-JPCM5 ALTO
41 LV VIH Lombardi NO-JPCM5 ALTO
42 LV ND Lombardi NO-JPCM5 ALTO
43 LV VIH Lombardi NO-JPCM5 ALTO
44 Lv VIH Lombardi NO-JPCM5 ALTO
45 LV NO VIH Lombardi NO-JPCM5 ALTO
46 LV NO VIH Lombardi Non-JPC ALTO
47 Lv VIH Lombardi Non-JPC ALTO

En definitiva, las estrategias NGS son cada vez mds requeridas para realizar andlisis
genotipicos. Esto se debe a que los métodos de tipificacién basados en una o unas
pocas dianas moleculares suelen ser ineficientes en la discriminacién de organismos
relacionados a nivel de especie, y aquellos que incluyen muchos marcadores pueden
ser inviables si es necesario secuenciarlos uno a uno en cada aislado clinico (14). Sin
embargo, con las aproximaciones basadas en NGS es posible reunir informacién més
que suficiente para realizar un genotipado preciso e incluso secuenciar el genoma
completo a distintos niveles de profundidad, aunque es necesario ajustar la comple-
jidad del andlisis y el coste de la secuenciacién segiin las necesidades de cada caso.
En este sentido, la secuencia del maxicirculo contiene suficiente informacién no
solo para distinguir entre especies muy relacionadas, sino también para discriminar
entre distintos grupos de cepas dentro de la misma especie, con un rendimiento
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superior al de técnicas cldsicas y, muy similar al que puede obtenerse mediante la
secuenciacién del genoma completo (15). Ademds, mientras que los andlisis del ge-
noma completo son complejos y requieren de grandes recursos computacionales y de
almacenamiento, el manejo de la secuencia del maxicirculo es mucho mds accesible.

Los resultados obtenidos tras el andlisis filogenético de las cepas del brote (y
otras L. infantum) mediante estas aproximaciones NGS indican que aunque L.
infantum se ha considerado histéricamente un grupo monofilético, a diferencia de
lo que ocurre con la otra especie del complejo L. donovani (16), en realidad existe
una importante variabilidad intraespecifica que afecta a la Cuenca Mediterrdnea y
que estd relacionada con la aparicién de brotes epidémicos o formas clinicas poco
habituales en algunas regiones (13). El elevado nimero de sitios polimérficos pre-
sente en esta poblacién de pardsitos, asociada con la mayoria de los casos del brote
de leishmaniasis, puede deberse a un estado evolutivo muy activo en estas cepas,
posiblemente relacionado con la incorporacién de liebres y conejos en su ciclo vital
(12). Por otro lado, el grupo con menor niimero de sitios polimérficos y un origen
mitocondrial similar al de la cepa JPCMS5 podria ser responsable de los casos en los
que habitualmente el perro actda como reservorio. Para establecer estas asociaciones
entre los genotipos, los hospedadores, el estado inmunoldgico de los individuos y
el tipo de leishmaniasis es necesario ampliar el nimero de cepas secuenciadas y la
informacién clinica de los casos de leishmaniasis. No obstante, gracias a los datos
recogidos durante este brote y al desarrollo de la metodologia descrita ya es posible
identificar las poblaciones de L. infantum en la regién, analizar su distribucién y
poder realizar un seguimiento en un programa de vigilancia epidemiolégica.

Perfil genético asociado con la infectividad o virulencia

Ademis de la caracterizacién molecular dirigida a la tipificacién de los aisla-
dos clinicos, la secuenciacién del genoma completo permite estudiar el conjunto
de caracteristicas presentes en el ADN asociadas con la infectividad y virulencia
de las cepas de Leishmania aisladas en el brote. Por su especial relevancia destacan
aquellas relacionadas con la resistencia farmacoldgica. La aparicién de resistencias
al tratamiento es un problema recurrente que aumenta de forma progresiva en
los brotes de leishmaniasis y que se deriva del aumento en el niimero de casos, el
limitado niimero de firmacos disponibles y el fracaso terapéutico, especialmente
en pacientes inmunosuprimidos. Estos individuos, a pesar del tratamiento, no son
capaces de controlar eficazmente la multiplicacién de los pardsitos y requieren de
varias rondas de tratamiento o su mantenimiento de forma profilictica, lo que pro-
picia la aparicién de la resistencia. Esto se ve favorecido por la plasticidad genémica
innata de Leishmania, que puede acumular numerosas variaciones en su ADN con
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las que poder adaptarse a los cambios ambientales drasticos que ocurren durante su
ciclo vital y a la presencia de firmacos antiparasitarios (17). Estas variaciones van
desde mutaciones en la secuencia, inserciones y deleciones, hasta reorganizaciones
estructurales, el aumento o disminucién en el nimero de copias de algunos genes
implicados en los mecanismos de resistencia, de las regiones cromosémicas que los
contienen o incluso del cromosoma completo (cambios en la ploidia) (Figura 4).
Debido a que en Leishmania no existe una verdadera regulacién de la transcripcion,
estas variaciones en el nimero de copias se relacionan directamente con la abundan-
cia de sus transcritos y, por lo tanto, suelen traducirse en cambios de la expresién
génica que pueden conducir a la adquisicién de la resistencia (18). Ademds, los
cambios en el ADN tienen mds probabilidades de mantenerse y ser transmitidos de
un hospedador a otro, favoreciendo la seleccién de fenotipos resistentes. Algunos
de estos fenémenos en cepas del brote de leishmaniasis proceden de pacientes que
han sufrido recaidas de forma recurrente y en los que existe una sospecha de fallo
terapéutico y resistencia farmacoldgica (Figura 8).

Estos estudios conducen a lo que se ha denominado en la Estrategia Nacional
de Medicina de Precisién como medicina genédmica o medicina personalizada en el
campo de las enfermedades infecciosas. Junto con el estudio de la respuesta inmu-
nitaria del individuo, y el andlisis complementario que se describe a continuacién
para determinar iz vitro la resistencia farmacoldgica de estas cepas, es posible pro-
porcionar informacién valiosa para ayudar a tomar decisiones sobre el tratamiento,
el manejo de los pacientes y el abordaje epidemiolégico mds adecuado (Figura 1).

Figura 8. Cambios genémicos en genes asociados con la resistencia farmacolégica.

Se muestra el alineamiento de las lecturas NGS dos cepas clinicas de L. infantum
procedentes de pacientes que sufren recaidas de forma frecuente y con un alto riesgo de
fallo terapéutico. En la regién correspondiente con el gen MRPA relacionado la resistencia
farmacolégica se indica la existencia en estas dos cepas de una mutacién y un aumento

en el nUmero de copias del gen (CNV) con respecto a la cepa de referencia.
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CARACTERIZACION FENOTIPICA DE LOS NIVELES DE RESISTENCIA
FARMACOLOGICA EN CEPAS DE LEISHMANIA

Como ya se ha mencionado, una de las complicaciones del tratamiento de la
leishmaniasis humana es la capacidad del pardsito de adquirir resistencias a uno o
varios de los fairmacos leishmanicidas disponibles en la actualidad, entre los que se
encuentran los antimoniales pentavalentes, la anfotericina B liposomal, la paromo-
micina o la miltefosina (19), conduciendo en muchos casos a un fallo terapéutico.
Ademds, la continua circulacién de cepas de Leishmania entre reservorios e individuos
infectados conlleva la distribucién de esta resistencia antimicrobiana adquirida. Esta
situacién constituye un importante problema de salud publica, especialmente en
dreas endémicas de la enfermedad en las que se administran estos fdrmacos tanto en
pacientes como en reservorios domésticos, tal y como ocurre en el drea afectada por
el brote. Ademds, este riesgo se ve incrementado en aquellos pacientes que presentan
un sistema inmunitario debilitado (pacientes coinfectados con VIH o con trata-
mientos inmunosupresores debido a enfermedades autoinmunes o un trasplante),
ya que en ellos el control de la infeccién se dificulta, permitiendo la multiplicacién
del parisito y condicionando la eficacia de los tratamientos. Como consecuencia,
en estos casos el riesgo de recaidas tras las primeras pautas de tratamiento es mayor,
necesitando asi de nuevos tratamientos para hacer frente a esta situacién, lo que
posibilita la aparicién de multiples resistencias (20).

La caracterizacién fenotipica o estudio de los niveles de resistencia farmacolégica
permite analizar, tanto en la forma extracelular del pardsito o promastigote como en
la intracelular o amastigote, la actividad leishmanicida de los tratamientos emplea-
dos en la practica clinica actual. El objetivo de esta técnica consiste en determinar
la susceptibilidad de las cepas de Leishmania a estos farmacos a través del cdlculo
del valor de ECSO,
producir el 50% de su efecto, mediante la realizacién de curvas de dosis-respuesta.
Una vez conocidos los valores de EC, en promastigotes y amastigotes de las cepas
de Leishmania circulantes, se pueden comparar con los obtenidos en las cepas de

o concentracion efectiva médxima a la que un firmaco es capaz de

referencia (sensibles a estos tratamientos). De esta forma, se pueden clasificar las
distintas cepas clinicas como:

* Susceptibles al firmaco (S). Si presentan valores de EC, | menores al limite
inferior de concentracién de la cepa de referencia.

* Resistentes al firmaco (R). Al presentar valores de EC,  mayores que los del
limite superior de concentracién de la cepa de referencia.

Gracias a esta herramienta Yy, junto con los andlisis genéticos descritos ante-
riormente, se estd pudiendo analizar y caracterizar el perfil de resistencia de las

Nuevas aproximaciones y aplicaciones en el estudio de brotes de leishmaniasis

267



Estudio integral del brote comunitario de leishmaniasis en la Comunidad de Madrid

cepas clinicas de Leishmania aisladas de individuos infectados en el pasado brote
de leishmaniasis asi como de nuevos casos clinicos que se siguen produciendo en la
actualidad (Figura 1). El objetivo de la introduccién de este estudio fenotipico de
la resistencia farmacolégica en el Laboratorio de Leishmaniasis del Centro Nacional
de Microbiologia es dar apoyo y soporte al Sistema Nacional de Salud en el trata-
miento de los casos clinicos de leishmaniasis, con especial atencién en aquellos mds
complejos que presentan constantes recaidas y fallos terapéuticos. En estos casos, los
resultados obtenidos, ademds de indicarnos si las cepas son mds o menos resistentes
que la cepa de referencia en el laboratorio (JPCM5), permiten determinar si ha
habido cambios en el perfil de resistencia entre las distintas pautas de tratamiento.
Ademds, y dado que en muchos de los casos existen mecanismos de resistencias
comunes entre dos o més agentes leishmanicidas, estos ensayos permiten ayudar en
la toma de decisiones sobre el tratamiento de eleccién en casos de fallo terapéutico.

De este modo, se han establecido distintos perfiles fenotipicos a los cuatro
firmacos mds empleados en la clinica actual en 9 aislados clinicos procedentes del
brote de leishmaniasis (Tabla 2).

Tabla 2. Porcentajes de resistencia y susceptibilidad en promastigotes de aislados
clinicos del brote de leishmaniasis.

Resistentes Susceptibles
Antimonio 30,76 % 69,23 %
Anfotericina B 76,92 % 23,07 %
Paromomicina 76,92 % 23,07 %
Miltefosina 69,23 % 30,76 %

Actualmente, el tratamiento de primera linea de eleccién para la leishmaniasis
visceral en la Cuenca Mediterrdnea es la anfotericina B liposomal que, ademds, en
muchos casos se administra de forma combinada junto con la miltefosina (21).
Esta situacién explica los elevados niveles de resistencia encontrados frente a ambos
firmacos en los aislados clinicos del brote.

Por otro lado, como ya se ha mencionado, el andlisis del fenotipo de los pardsitos
aislados de pacientes que han sufrido recaidas tras varias pautas de tratamiento es
muy Gtil para elegir el firmaco mds adecuado. Como se puede observar en la Tabla
3, la resistencia farmacoldgica entre las cepas del mismo paciente va variando segtin
el tratamiento que se haya administrado a lo largo del tiempo. En el caso del paciente
A, la cepa se vuelve pricticamente resistente a todos los tratamientos (incluido al
que previamente era sensible, donde adquiere un perfil de resistencia intermedio
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(I)); hecho que podria indicar una posible nueva recaida de la enfermedad por re-
duccién de la eficacia de los mismos. Por el contrario, la cepa del paciente B en el
momento de la recaida, presenté una mayor susceptibilidad a dos de los tratamientos
leishmanicidas, lo que sugiere que, una vez instaurado el tratamiento adecuado, la
situacién del paciente podria verse mejorada.

Tabla 3. Estudio fenotipico de cepas de Leishmania procedentes de dos pacientes que
sufrieron recaida clinica de la enfermedad.

Antimonio Anfotericina B Paromomicina Miltefosina
Paciente A S R R R
Recaida A I R R
Paciente B I R R R
Recaida B S I S R

Los resultados obtenidos de las cepas en circulacién durante el brote de leish-
maniasis han permitido determinar que la mayoria presentan un perfil de resistencia
farmacoldgica a, al menos, dos agentes leishmanicidas. La combinacién de estos
resultados junto con el andlisis genético de los aislados clinicos determinard si este
perfil de resistencia puede estar fijado en algunos genotipos, pudiendo entonces se-
leccionar el tratamiento mds adecuado para combatirlos y asi prevenir tanto posibles
fallos terapéuticos como la emergencia de resistencias.

INCORPORACION DE AISLADOS CLiNICOS EN EL DESCUBRIMIENTO Y
DESARROLLO DE NUEVOS FARMACOS LEISHMANICIDAS

El brote comunitario de leishmaniasis, declarado en el suroeste de la Comunidad
de Madrid en 2009, constituye una gran oportunidad para incrementar el poten-
cial predictivo de los ensayos de cribado de compuestos e impulsar la bisqueda de
nuevos fdrmacos leishmanicidas.

Actualmente, el tratamiento de la leishmaniasis se sustenta en un reducido
ntmero de firmacos con un uso restringido a causa de su toxicidad, coste, ruta
de administracién y aparicién de resistencias. Necesitamos, por tanto, desarrollar
nuevos compuestos que permitan superar estas limitaciones y ampliar el arsenal
terapéutico disponible en la lucha frente a esta enfermedad (22, 23). La bisqueda
de nuevos firmacos leishmanicidas se ha centrado principalmente en identificar
compuestos activos frente a cepas de referencia como L. donovani BOB (MHOM/
SD/62/1§-CL2D) y L. infantum BCN 150 (MCAN/ES/96/BCN 150) (24-28). Sin

embargo, ;son estas cepas, aisladas hace varias décadas y que han sido mantenidas
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en laboratorios de todo el mundo desde entonces, verdaderamente representativas
de la situacién clinica actual?

En el ano 2018, Hefnawy y colaboradores compararon la actividad antiparasi-
taria mostrada por 130 compuestos frente a la cepa de referencia L. donovani BOB,
aislada en Suddn en 1962, y frente a dos cepas aisladas de pacientes de leishmaniasis
visceral en Nepal en el ano 2003. Estos autores observaron que el 55 % de los com-
puestos activos frente a la cepa de referencia perdieron su actividad frente al menos
uno de los dos aislados clinicos empleados. Demostrando experimentalmente, por
primera vez, que las cepas de referencia utilizadas no representan, en términos de
susceptibilidad a firmacos, la situacién clinica actual y que, por tanto, es necesario
disponer de cepas que si la reflejen (27).

Es en este punto en el que la labor llevada a cabo por el Instituto de Salud
Carlos III (ISCIII) de aislar, conservar y caracterizar cepas, durante la declaracién
del brote de leishmaniasis, adquiere gran importancia para el desarrollo de nuevos
fidrmacos leishmanicidas. A lo largo de estos anos, el ISCIII ha aislado de pacientes
inmunocompetentes e inmunodeprimidos, un total de 671 cepas, de las cuales 484
se corresponden a pacientes con leishmaniasis visceral (LV) y 187 a pacientes con
leishmaniasis cutdnea (LC). De estas 671 cepas, solamente 159 fueron aisladas en
el drea afectada por el brote, 46 de ellas se corresponden a casos de LV y 113 a casos
de LC. Esta coleccién de cepas no solo proporciona una muestra de la diversidad
genética y fenotipica presente en la actualidad en Espana, sino que también ofrece
informacién sobre la virulencia y relevancia epidemiolégica de las cepas incluidas
en ella, al conocer su respuesta a los tratamientos clésicos en pacientes tanto inmu-
nodeprimidos como inmunocompetentes.

A pesar de que colecciones de cepas, como la elaborada por el ISCIII, han
estado disponibles durante afios, los investigadores han evitado su uso en cribados
de alto rendimiento debido a que, a diferencia de lo que ocurre con las cepas adap-
tadas al laboratorio, estandarizar el comportamiento 7 vitro de aislados clinicos
es complicado y requiere la optimizacién del ensayo para cada una de las cepas de
interés. En cambio, si es factible su incorporacion en fases posteriores del proceso de

desarrollo de firmacos como una herramienta de validacién y/o un paso adicional
de seleccién (23,27).

En conclusién, incluir en las futuras campanas de cribado la evaluacién de la
actividad antiparasitaria de los compuestos identificados frente a un amplio panel
de aislados clinicos como un nuevo criterio de seleccién ayudaria a reducir el riesgo
de fallo terapéutico, permitiendo: i) confirmar la eficacia antiparasitaria de los nue-
vos compuestos en cepas caracterizadas clinicamente, y que actualmente estdn en
circulacién; ii) estimar el riesgo de resistencias cruzadas, al comparar su actividad en
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cepas resistentes y sensibles a los firmacos actuales; y iii) determinar qué poblacién

se beneficiaria de su uso al conocer si su actividad es especifica de una determinada
especie o regién geografica (23,27).
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Resenas biograficas de los coordinadores
de los capitulos

Dr. Ricardo Molina

Unidad de Entomologia Médica, LRI Parasitologia, Centro Nacional de
Microbiologia, Instituto de Salud Carlos III, Majadahonda (Madrid)

Centro Colaborador de la OMS para Leishmaniasis

Ridcardo Molina es doctor en Ciencias Bioldgicas por la Universidad Complutense
e Madrid (1994). En 1979 inicia su trayectoria profesional como Auxiliar de
Investigacién en Laboratorio en el Instituto de Salud Carlos III, donde consigue
la plaza de investigador en 1985. Desde ese ano y hasta su jubilacién en 2023 ha
liderado el Laboratorio de Entomologia Médica. Tiene una amplia experiencia en
entomologia médica, asesorando al Ministerio de Sanidad (CCAES) y a Consejerias
de Sanidad de Comunidades Auténomas, sobre vigilancia y control de artré6podos
transmisores de enfermedades vectoriales. Es miembro del directorio de expertos
en vectores de enfermedades del ECDC. Sus primeros anos como investigador los
dedicé a los anofelinos vectores del paludismo, en Espana y en Guinea Ecuatorial. El
grueso de su carrera profesional la ha dedicado a investigar los flebotomos vectores
de leishmaniasis, liderando o colaborando en proyectos nacionales e internacionales
realizados en Espana, Panamd, Bolivia, Francia, Etiopfa, Suddn y Bangladés. En los
tltimos anos ha estado involucrado ademds en programas de vigilancia en Espafa
de vectores de la leishmaniasis, en especial en el brote de Fuenlabrada, y de virus
causantes de la fiebre hemorrigica Crimea-Congo y del dengue. También en la
vigilancia en puertos y acropuertos de mosquitos exdticos invasores, especialmente
de Aedes albopictus. En su etapa final ha coliderado un proyecto AESI sobre vectores
de arbovirosis y ha formado parte del grupo de investigacién CIBERINFEC. Ha
publicado cerca de 150 articulos en revistas nacionales e internacionales y ha apor-
tado numerosas contribuciones a congresos internacionales y nacionales.
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Dr. Javier Moreno

Unidad de Leishmaniasis y Enfermedad de Chagas, LRI Parasitologia, Centro
Nacional de Microbiologia, Instituto de Salud Carlos III, Majadahonda (Madrid)

Centro Colaborador de la OMS para Leishmaniasis

avier Moreno es licenciado con grado (1988) y doctor (1994) en Ciencias Bio-

légicas por la Universidad Complutense de Madrid. Ha estado 10 afios como
investigador postdoctoral en el Laboratorio de Leishmaniasis del Centro Nacional
de Microbiologia del Instituto de Salud Carlos III — ISCIII (1994-2004) y poste-
riormente se incorporé como Investigador del Programa Ramén y Cajal al Cen-
tro de Investigaciones Biolégicas del CSIC (2005- 2008). Entre 2007 y 2010 fue
también Profesor Asociado de Microbiologia (6h) en el Departamento de Biologia
Molecular de la UAM Desde finales de 2008 ha sido Cientifico Titular de OPI en
el ISCIII y en febrero de 2021 obtuvo la plaza de Investigador Cientifico-A2 de
OPI que ocupa actualmente Es responsable de la Unidad de Leishmaniasis y En-
fermedad de Chagas, laboratorio que se encarga de realizar labores de diagndstico
clinico y referencia en leishmaniasis dando soporte al Sistema Nacional de Salud.
Es investigador principal del grupo CB21/13/00018 de CIBERINFEC, ademds
de liderar numerosos proyectos de investigacién nacionales e internacionales sobre
leishmaniasis, particularmente sobre inmunidad y vacunas. Desde mayo de 2015
hasta diciembre de 2020 ha sido responsable del Laboratorio de Referencia e Inves-
tigacién en Parasitologia en el Centro Nacional de Microbiologfa-ISCIII.

Javier Moreno dirige el Centro Colaborador de la OMS para Leishmaniasis (1S-
CIII), que estd encargado de dar soporte técnico a las actividades de formacién,
investigacién y control que lleva a cabo la OMS en los paises endémicos para esta
enfermedad.
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Dra. Lorena Bernardo

Unidad de Leishmaniasis y Enfermedad de Chagas. LRI Parasitologia, Centro
Nacional de Microbiologia, Instituto de Salud Carlos III, Majadahonda
(Madrid).

Centro Colaborador de la OMS para Leishmaniasis

oren Bernardo es graduada en Biologia por la Universidad Complutense de
Madrid (UCM), Mdster Universitario en Microbiologia aplicada a la Salud
Publica e Investigacién en Enfermedades Infecciosas por la Universidad de Alcald de

Henares (UAH) y doctora en Microbiologia y Parasitologia por la UCM en 2023.

En el ano 2018 comenzé su actividad investigadora en la Unidad de Leishma-
niasis, en el Servicio de Parasitologia del Centro Nacional de Microbiologia. Desde
entonces su linea de investigacién se ha centrado en el estudio de los mecanismos
celulares e inmunolégicos implicados en la mayor severidad de la leishmaniasis
visceral bajo condiciones de inmunosupresién farmacolégica. Ademds, dentro de
las actividades llevadas a cabo en la Unidad, se encarga de evaluar la resistencia
farmacoldgica frente a los principales firmacos leishmanicidas, en cepas clinicas de
Leishmania recuperadas de pacientes.

Ha participado en varios proyectos de investigacién en leishmaniasis y sus
trabajos han sido publicados en revistas de alto impacto, asi como en revistas de
divulgacién tanto nacionales como internacionales.
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Dra. Eugenia Carrillo Gallego

Unidad de Leishmaniasis y Enfermedad de Chagas, LRI Parasitologia, Centro
Nacional de Microbiologia, Instituto de Salud Carlos III, Majadahonda (Madrid)

Centro Colaborador de la OMS para Leishmaniasis

ugenia Carrillo es licenciada en Farmacia por la Universidad de Granada y

doctora en Microbiologia y Parasitologia por la Universidad Complutense de
Madrid. Ha sido investigadora postdoctoral en el Centro de Investigaciones Biol4gi-
cas (CSIC), pero la mayoria de su carrera cientifica se ha desarrollado en el Instituto
de Salud Carlos III en el Centro Nacional de Microbiologia donde recientemente
ha sido nombrada Cientifico Titular. Es miembro activo del Centro Colaborador
de la OMS para Leishmaniasis y de la Unidad de Leishmaniasis y enfermedad de
Chagas, del Laboratorio de referencia e investigacién en Parasitologfa. Su principal
linea de trabajo e investigacién se centra en el estudio de esta enfermedad olvidada,
con 3 lineas principales de actividad cientifica: inmunidad y vacunas, leishmaniasis
e inmunodepresién, y biomarcadores de cura y recaida para un tratamiento eficaz.
Ha participado en mds de 30 proyectos de investigacién nacionales, europeos, y
convenios con empresas privadas, dirigiendo 8 de estos proyectos. Ha publicado
mds de 60 articulos y revisiones cientificas en PubMed, de los que mds de la mitad
se han publicado en revistas de alto impacto y son decil 1. Ha sido invitada a parti-
cipar como ponente y en mesas redondas en numerosos congresos internacionales
especializados.
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Dra. Carmen Chicharro Gonzalo

Unidad de Leishmaniasis y Enfermedad de Chagas, LRI Parasitologia, Centro
Nacional de Microbiologia, Instituto de Salud Carlos III, Majadahonda (Madrid)

Centro Colaborador de la OMS para Leishmaniasis

Carmen Chicharro Gonzalo es licenciada en Farmacia por la Universidad Com-
plutense de Madrid. Tras la obtencién de una beca FPI, realizé su Tesis Doctoral
en el Centro de Investigaciones Bioldgicas (CSIC), disfrutando de tres estancias
predoctorales en la Universidad de Yale (New Haven, CT. EEUU) y obteniendo
el titulo de doctora en Farmacia por la UCM en 2000. Posteriormente, pas a for-
mar parte como personal postdoctoral, del Centro Colaborador de la OMS para
la Leishmaniasis del Instituto de Salud Carlos III. En 2009 se incorporé como
funcionaria de carrera a la Unidad de Leishmaniasis y Enfermedad de Chagas en
el Laboratorio de Referencia e Investigacién en Parasitologia del Centro Nacional
de Microbiologia (ISCIII) donde sigue desarrollando su actividad cientifica actual-
mente. Estd involucrada fundamentalmente en el campo del diagnéstico molecular
de la leishmaniasis, participando en diferentes proyectos de investigacién, tanto
nacionales como internacionales que tienen como principal objetivo tanto el disefio
y desarrollo de nuevos métodos de diagnéstico como la validacién de los mismos.
También participa en otros estudios relacionados con la caracterizacién del pardsito
y la epidemiologia molecular de la enfermedad. Todos estos trabajos estdn reflejados
en més de 50 publicaciones cientificas y maltiples comunicaciones a congresos. Por
otra parte, la doctora Chicharro mantiene una actividad docente participando en
diversos cursos enfocados al diagnéstico de enfermedades infecciosas impartidos
anualmente por la Escuela Nacional de Sanidad.
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Dr. Israel Cruz

Departamento de Salud Internacional, Escuela Nacional de Sanidad, Instituto de

Salud Carlos III, Madrid

Israel Cruz es Jefe del Departamento de Salud Internacional de la Escuela Na-
cional de Sanidad. Sus dreas de trabajo incluyen innovaciones e investigacién de
implementacién para mejorar el acceso a la atencién de las enfermedades tropicales
desatendidas y enfermedades relacionadas con la pobreza. Actualmente, es miem-
bro del Grupo Asesor Técnico y de Diagnéstico para las Enfermedades Tropicales
Desatendidas (ETD) de la OMS vy preside el grupo de trabajo sobre diagnéstico
y apoyo a laboratorios en relacién a las ETD de la piel. Antes de incorporarse a la
Escuela Nacional de Sanidad, dirigié los programas de leishmaniasis y tlcera de
Buruli en la Foundation for Innovative New Diagnostics-FIND, Suiza. Durante
muchos afios ha sido miembro activo del Centro Colaborador de la OMS para

Leishmaiasis del ISCIII, Espana.
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Fernando Fuaster Lordn

Area de Vigilancia de Riesgos Ambientales en Salud, Subdireccién General
de Seguridad Alimentaria y Sanidad Ambiental, Direccién General de Salud
Publica, Consejeria de Sanidad, Comunidad de Madrid

Fernando Faster Lordn es licenciado en Veterinaria por la Universidad Com-
plutense de Madrid en junio de 1992. Desde mayo de 1995 Funcionario de
Carrera por oposicién: Técnico Superior de Salud Pablica (escala Veterinaria) de la
Consejeria de Sanidad de la Comunidad de Madrid. Desde noviembre de 2012 Jefe
de Area de Vigilancia de Riesgos Ambientales en Salud de la Direccién General de
Salud Publica. Responsable de los programas relacionados con vigilancia de riesgos
ambientales: zoonosis no alimentarias, vigilancia y control de vectores, polen, ex-
tremos térmicos, contaminacién atmosférica, etc. Otros puestos desempeﬁados en
la Administracién: Jefe de Seccién de Coordinacién de Programas de Sanidad Am-
biental e Higiene Alimentaria del Area IX, Jefe de Seccién de Registro Sanitario de
Alimentos, Jefe de Servicio de Garantfa de Calidad en Salud Publica y Jefe de Area
del Observatorio de Alimentacién. Miembro del Comité organizador del Mdster
de Seguridad Alimentaria del Colegio Oficial de Veterinarios de Madrid desde su
primera edicién en 2004. Miembro del Comité de Expertos Asesor en Enfermedades
Emergentes de la Comunidad de Madrid desde 2018. Vocal de la junta de gobierno
del Colegio Oficial de Veterinarios de Madrid desde febrero de 2019.

Diplomado en Sanidad en 1997 y Mdster en Salud y Medio Ambiente en 1999.
Ha participado como docente en numerosas jornadas y cursos en materia de calidad,
seguridad alimentaria, zoonosis y vectores con importancia en salud publica. A su
vez tiene diversas publicaciones en las citadas materias.
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”

Andrés Iriso

Area de Vigilancia de Riesgos Ambientales en Salud, Subdireccién General
de Seguridad Alimentaria y Sanidad Ambiental. Direccién General de Salud
Pablica. Consejeria de Sanidad. Comunidad de Madrid

ndrés Iriso es licenciado en Ciencias Bioldgicas. Trabaja como Técnico de Salud
tblica en la Seccién de Zoonosis de la Subdireccién General de Seguridad
Alimentaria y Sanidad Ambiental de la Consejeria de Sanidad de la Comunidad
de Madrid en la vigilancia de enfermedades emergentes y reemergentes en fauna
silvestre y en la vigilancia de vectores, fundamentalmente de mosquitos y flebotomos.
Ha presentado diversas comunicaciones en jornadas y congresos y publicaciones
sobre vectores y fauna silvestre y ha participado como profesor en diversas acciones
formativas sobre el tema.
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Dra. Maria Isabel Jiménez Alonso

Unidad de Entomologfa Médica, LRI Parasitologia, Centro Nacional de
Microbiologfa, Instituto de Salud Carlos I1I, Majadahonda (Madrid)

Centro Colaborador de la OMS para Leishmaniasis

Marfa Isabel Jiménez Alonso (Madrid, 1960) es doctora en Farmacia, Univer-
sidad Complutense de Madrid (1994), premio extraordinario de doctorado
«Abilio Rodriguez Paredes». Cientifica Titular en el Laboratorio de Referencia e
Investigacién en Parasitologia, Laboratorio de Entomologia Médica, CNM, ISCIII
desde marzo de 2006. En la actualidad es responsable de este laboratorio, donde
desarrolla su actividad cientifica, en el campo de la biologia molecular y otras dreas
de conocimiento, centrada fundamentalmente en el modelo Leishmania infantum
y su vector Phlebotomus perniciosus. Ademds, es Profesora Asociada en el Dpto. de
Microbiologia y Parasitologia de la Facultad de Farmacia (UCM), desde octubre
de 2008. Cuenta con un total de 69 articulos publicados en revistas cientificas, 5
capitulos de libros y la edicién de un libro. Es coautora de una Patente galardonada
con el Primer Premio del Concurso Madri+d a las mejores patentes registradas en
2007, con extensiones europea y americana concedidas. Por otro lado, ha realizado
varias estancias en Centros de reconocido prestigio, como el IRD, Montpellier,
Francia (2 meses) y el Wellcome Center of Molecular Parasitology, Universidad de
Glasgow, Reino Unido (2 afos y 3 meses). Forma parte del grupo de investigacién
CIBERINFEC (CB21/13/00110) del consorcio CIBER. Ademds, pertenece al
equipo de expertos del ISCIII para la elaboracién de Evaluaciones de Riesgo del
CCAES (Ministerio de Sanidad y Consumo). Recientemente, ha sido designada por
el CCAES «Operational Focal Point del ECDC sobre Vigilancia Entomolégica». Por
tltimo, cuenta con 4 sexenios de evaluacion de actividad investigadora, reconocidos

por la CNEAI y 5 quinquenios.
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Dra. Inés Martin Martin

Unidad de Entomologfa Médica, LRI Parasitologia, Centro Nacional de
Microbiologfa, Instituto de Salud Carlos I1I, Majadahonda (Madrid)

Centro Colaborador de la OMS para Leishmaniasis

nés Martin Martin es doctora en Farmacia por la Universidad Complutense de

Madrid (2014), y es Cientifica Titular en el Laboratorio de Entomologia Médica,
que forma parte del Laboratorio de Referencia e Investigacién en Parasitologia, del
Instituto de Salud Carlos 111, Madrid, desde noviembre de 2021. Cuenta con mis
de 15 anos de experiencia en el campo de la entomologia médica. Se ha especiali-
zado en el estudio de los flebotomos y culicidos como vectores de la leishmaniosis
y de diversas arbovirosis, respectivamente. Realiz6 su tesis doctoral en el Instituto
de Salud Carlos III, acerca de la saliva de los flebotomos como herramienta frente
al control de la leishmaniosis. Posteriormente desarrollé su trabajé postdoctoral en
el Laboratory of Malaria and Vector Research, National Institutes of Health, Estados
Unidos, donde se centré en caracterizar funcionalmente componentes de la saliva
de flebotomos y mosquitos. Resultado de su trabajo en el extranjero publicé mds de
25 articulos cientificos y obtuvo el prestigioso Premio a la Excelencia en Investiga-

cién (NIH Fellows Award for Research Excellence-FARE- 2017), entre otros méritos.
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Dra. Begoia Monge Maillo

Centro de Referencia Nacional de Medicina Tropical, Servicio del Enfermedades

Infecciosas, Hospital Ramén y Cajal, Madrid.
Centro Colaborador de la OMS en el Manejo Clinico de Leishmaniasis

egonia Monge Maillo es doctora en Medicina y especialista en Medicina Interna.

Trabaja como Facultativo Especialista de Area en el Centro de Referencia Na-
cional de Medicina Tropical del Servicio de Enfermedades Infecciosas del Hospital
Ramén y Cajal de Madrid. En 2019 trabajé como consultora para la Organizacién
Mundial de la Salud (OMS) en la vigilancia epidemiolégica de Leishmania en el
drea europea y desde 2021 codirige el Centro Colaborador de la OMS en el Manejo
Clinico de Leishmaniasis. Es ademds coordinadora de la Red Nacional de Leishma-
niasis ReNLeish. Dentro de su faceta de médico investigador, obtuvo un contrato
Rio Hortega y posteriormente un contrato Judn Rodés y es investigadora principal
de diversos proyectos de financiacién publica competitiva y miembro del CIBER
de Enfermedades Infecciosas.
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Dr. Javier Nieto

Unidad de Leishmaniasis y Enfermedad de Chagas, LRI Parasitologia, Centro
Nacional de Microbiologia, Instituto de Salud Carlos III, Majadahonda (Madrid)

Centro Colaborador de la OMS para Leishmaniasis

avier Nieto se licenci6 en la Facultad de Veterinaria de la Universidad Complu-
tense de Madrid en 1981. Desde 1986 es funcionario del Ministerio de Sanidad,
estinado inicialmente en la Escuela Nacional de Salud y posteriormente al Centro
Nacional de Microbiologia del Instituto de Salud Carlos III, como Cientifico Titu-
lar. Desde 1986 hasta la actualidad es Colaborador Honorifico del Departamento
de Farmacologia y Toxicologia de la Facultad de Veterinaria de la UCM. En 1999
obtuvo el doctorado en Veterinaria por la Universidad Complutense de Madrid. Ha
realizado trabajos relacionados con un modelo de leishmaniasis canina experimental,
trabajando con diferentes antigenos y adyuvantes como candidatos a vacuna, asi
como con diferentes firmacos utilizados en el tratamiento de la enfermedad. Asi
mismo, ha trabajado en diferentes lineas de investigacién sobre el diagnéstico y la
epidemiologia tanto de leishmaniasis como de la Enfermedad de Chagas. Ha sido
responsable de diferentes ensayos clinicos de la vacuna frente a la leishmaniasis canina
y actualmente es responsable de un proyecto de investigacién que implica un ensa-
yo clinico relacionado con la enfermedad de Chagas. Ha participado en diferentes
expediciones cientificas organizadas por la OMS para el control de la leishmaniasis
en paises de alta endemicidad. Ha colaborado en diferentes estudios sobre puesta
a punto y validacién de distintas pruebas seroldgicas utilizadas para el diagnéstico

de la Enfermedad de Chagas y participa en ensayos de Comparabilidad y Calidad.
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Dr. Juan Victor San Martin Lépez

Area de Infecciosas del Servicio de Medicina Interna del Hospital Universitario

de Fuenlabrada (Madrid).

uan Victor San Martin Lépez es licenciado y doctor en Medicina por la Universi-

dad Auténoma de Madrid, con la Tesis Doctoral (M/TESIS/2988) «Endocarditis
infecciosa sobre vélvula protésica: relacién entre sus caracteristicas, el intervalo de
tiempo entre la cirugia y el diagnéstico y el microorganismo causal». Residencia en
Medicina Interna en el Hospital de la Princesa (Madrid). Mdster en Enfermedades
Infecciosas por la Universidad de Alcald. Facultativo del Area de Infecciosas del
Servicio de Medicina Interna del Hospital Universitario de Fuenlabrada (Madrid)
desde febrero de 2004 a la actualidad. Investigador de RICET (grupo Hospital de
Fuenlabrada) desde enero de 2014 hasta diciembre de 2021, con linea principal
de investigacién en leishmaniasis y actualmente investigador adscrito al grupo

CB21/13/00018 del CIBER de Enfermedades Infecciosas, CIBERINFEC.

Como facultativo asistencial de Infecciosas-Medicina Interna en el Hospital
de Fuenlabrada, ha tenido la oportunidad de adquirir experiencia directa en el
manejo clinico de la leishmaniasis visceral en los afios que duré el brote de leish-
maniasis declarado en su drea desde 2009. Esta experiencia le ha permitié dirigir
tres tesis doctorales de la Universidad Rey Juan Carlos de Madrid sobre este brote,
analizando pacientes inmunocompetentes (Dr Luis Horrillo Sanchez de Ocafa
Defensa: 28/10/2019), poblacién inmunosuprimida no VIH (Dra Belén Matia
Hernando Defensa: 29/04/2019) y poblacién VIH (Dra Alicia Castro Gordon
Defensa: 20/12/2016). Ademis, le ofrecié la oportunidad de ejercer como WHO
Consultant en el curso «Training of trainers on Leishmaniasis case management».
Gaziantep, Turkey. Organizacién Mundial de la Salud (OMS Europa) 04/02/2019
- 08/02/2019. Finalmente, ha podido participar como ponente en varios congresos
y reuniones sobre leishmaniasis, y ser autor de varios articulos centrados en leish-
maniasis visceral.
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Dr. Jose Carlos Solana Morcillo

Unidad de Leishmaniasis y Enfermedad de Chagas, LRI Parasitologia, Centro
Nacional de Microbiologia, Instituto de Salud Carlos III, Majadahonda (Madrid)

Centro Colaborador de la OMS para Leishmaniasis

ose Carlos Solana es licenciado en Biologfa por la Universidad Complutense de

Madrid y doctor en Biociencias Moleculares por la Universidad Auténoma de

adrid. Desde 2013 ha desarrollado una actividad investigadora multidisciplinar
sobre el pardsito Leishmania, tanto a nivel de su biologia molecular como en su in-
teraccion con el sistema inmunitario del hospedador. Actualmente trabaja con un
contrato del CIBER de Enfermedades Infecciosas como investigador postdoctoral
de la Unidad de Leishmaniasis y Enfermedad de Chagas del Centro Nacional de
Microbiologia y del Centro Colaborador de la OMS para Leishmaniasis. Entre sus
lineas de trabajo destacan la bisqueda y evaluacién de nuevos candidatos vacuna-
les para la leishmaniasis, el desarrollo de nuevas herramientas de diagnéstico, y el
ensamblaje y anotacién de los genomas de referencia de las distintas especies de
Leishmania mediante aproximaciones genémicas, transcriptdmicas y proteémicas.
Parte de este trabajo se aborda en mds 15 articulos cientificos publicados en revistas
internacionales y diversos articulos de divulgacién.
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