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Resumen

La leishmaniasis comprende un conjunto de enfermedades infecciosas causadas por
protozoos parasitos, intracelulares obligados, del género Leishmania. La enfermedad
tiene cuatro manifestaciones clinicas principales: leishmaniasis cutanea, leishmaniasis
mucocutanea, leishmaniasis visceral y leishmaniasis dérmica post-Kala-azar. La
leishmaniasis es endémica en mas de 98 paises, incluidos Espafia donde esta causada
por Leishmania infantum. Desde el afio 2009, en el que se declar6é un brote en la zona
sudoeste de la Comunidad de Madrid, se han reportado méas de 700 casos en esa area,
principalmente en el municipio de Fuenlabrada. En la actualidad, existe la necesidad de
un test de referencia que permita medir la respuesta inmune tras el tratamiento,
monitorizar la cura y predecir las recaidas de los pacientes. Ademas, la mayoria de las
infecciones permanecen asintomaticas, las cuales no son detectadas debido a que no
existe un test de referencia, lo que dificulta conocer la extension real de la infeccion por
Leishmania. La inmunosupresion es el mayor factor de riesgo individual para el
desarrollo de leishmaniasis visceral, existiendo en estos pacientes mayor riesgo de
recaidas, peor respuesta al tratamiento y mayores tasas de mortalidad. Por todo lo
anterior, el objetivo principal de esta tesis ha sido la evaluacion de la técnica de
linfoproliferacion celular y la produccion de citoquinas y granzima B frente al antigeno
soluble de Leishmania (SLA) como ensayos de inmunidad celular para la identificacion
de marcadores relacionados con la infeccidn asintomatica y con la cura en la infeccion
por Leishmania infantum. Los resultados mostraron que mientras que las técnicas
moleculares y seroldgicas no permiten la deteccion de los sujetos asintomaticos, el
empleo de la proliferacion celular frente al antigeno SLA y la produccion especifica de
IFN-y permitieron su identificacion, tanto en individuos inmunocompetentes como
inmunodeprimidos. EIl estudio de las subpoblaciones linfocitarias puso de manifiesto
que no existian diferencias en las mismas entre los sujetos control y los asintomaticos.
Por otro lado, los pacientes con leishmaniasis visceral activa presentaron una
inmunosupresion generalizada que no les permitié desarrollar una respuesta inmune
frente al parasito. Sin embargo tras el tratamiento efectivo, estos pacientes desarrollaron
una respuesta inmune frente a Leishmania de tipo Thl. Esta recuperacion de la
funcionalidad celular estuvo acompafada de la recuperacion de los niveles de las
subpoblaciones celulares. Esta técnica de inmunidad celular ha demostrado ademas ser

un buen instrumento predictor de recaida, asociandose la falta de respuesta con el



desarrollo de la enfermedad clinica. Incluso, la produccién especifica de IFN-y, tras la
estimulacion con el antigeno SLA, ha hecho posible retirar la profilaxis secundaria en
los pacientes VIH+ curados de leishmaniasis visceral, incluso con valores de T CD4+
por debajo de 200 célulassmm®, sin recaidas hasta la fecha. También en los pacientes
inmunosuprimidos farmacoldgicamente, el desarrollo de una respuesta inmune celular
frente al pardsito, ha demostrado ser un buen marcador para la reintroducciéon del
tratamiento inmunosupresor de manera segura. En conclusion, el ensayo de
proliferacion celular tras la estimulaciébn con el antigeno SLA y la posterior
determinacion de IFN-y, han demostrado ser una técnica de utilidad para la deteccion de
la infeccidn asintomatica. Ademas, ha servido para establecer la cura tras el tratamiento
en pacientes con leishmaniasis visceral inmunocompetentes e inmunosuprimidos, tanto
farmacologicamente como por infeccion por el VIH, asi como ser de utilidad para los
retos y necesidades que plantea el control de la leishmaniasis visceral humana en

pacientes inmunodeprimidos.



Summary

Leishmaniasis comprises a set of infectious diseases caused by parasitic, obligate
intracellular protozoa of the genus Leishmania. The disease has four main clinical
manifestations: cutaneous leishmaniasis, mucocutaneous leishmaniasis, visceral
leishmaniasis and post-Kala-azar dermal leishmaniasis. Leishmaniasis is endemic in
more than 98 countries, including Spain where it is caused by Leishmania infantum.
Since 2009, when an outbreak was declared in the southwestern area of the Community
of Madrid, more than 700 cases have been reported in that area, mainly in the
municipality of Fuenlabrada. Currently, there is a need for a reference test to measure
the immune response after treatment, monitor the cure and predict relapse of patients. In
addition, most infections remain asymptomatic, which are not detected because there is
no reference test, which makes it difficult to know the true extent of Leishmania
infection. Immunosuppression is the single greatest risk factor for the development of
visceral leishmaniasis, with a higher risk of relapse, worse response to treatment and
higher mortality rates in these patients. For all the above, the main objective of this
thesis has been the evaluation of the technique of cellular lymphoproliferation and the
production of cytokines and granzyme B against the soluble antigen of Leishmania
(SLA) as cell immunity assays for the identification of markers related to asymptomatic
infection and with cure in Leishmania infantum infection. The results showed that while
molecular and serological techniques do not allow the detection of asymptomatic
subjects, the use of cell proliferation against SLA antigen and the specific production of
IFN-y allowed their identification, both in immunocompetent and immunosuppressed
individuals. The study of the lymphocyte subpopulations showed that there were no
differences in them between the control and asymptomatic subjects. On the other hand,
patients with active visceral leishmaniasis presented a generalized immunosuppression
that did not allow them to develop an immune response against the parasite. However,
after effective treatment, these patients developed an immune response to Thl-type
Leishmania. This recovery of cellular functionality was accompanied by the recovery of
cellular subpopulation levels. This cellular immunity technique has also proved to be a
good predictor of relapse, associating the lack of response with the development of
clinical disease. Even the specific production of IFN-y, after stimulation with the SLA
antigen, has made it possible to withdraw secondary prophylaxis in HIV + patients

cured of visceral leishmaniasis, even with CD4 + T values below 200 cells / mm3,



without relapses till the date. Also in pharmacologically immunosuppressed patients,
the development of a cellular immune response against the parasite has proven to be a
good marker for the reintroduction of immunosuppressive treatment safely. In
conclusion, the cell proliferation assay after stimulation with the SLA antigen and the
subsequent determination of IFN-y, have proved to be a useful technique for the
detection of asymptomatic infection. In addition, it has served to establish the cure after
treatment in patients with immunocompetent and immunosuppressed visceral
leishmaniasis, both drug-logically and by HIV infection, as well as being useful for the
challenges and needs posed by the control of human visceral leishmaniasis in

immunosuppressed patients.
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Introduccion

1. Introduccion
1.1 Leishmaniasis

La leishmaniasis constituye un conjunto de enfermedades infecciosas causadas por
protozoos parasitos de especies del genero Leishmania que se transmiten por la picadura
de hembras hematé6fagas de la familia Psychodidae (subfamilia Phlebotominae). Esta
enfermedad es considerada una de las 17 enfermedades tropicales desatendidas (NTD)
por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS). Entre las enfermedades parasitarias, es
la segunda en mortalidad tras la malaria, y la tercera en afios de vida ajustados por
discapacidad (DALYSs) (Savoia 2015). En 2007, en la 60 Asamblea Mundial de la Salud
se reconocid la leishmaniasis como una de las enfermedades tropicales mas
desatendidas y se aprobd la resolucion 60.13 en la que se promueve el inicio,
mantenimiento y expansion de los programas de control de la leishmaniasis en los
paises afectados (WHO 2017).

Leishmania es un protozoo parasito intracelular obligado, con un ciclo de vida
digenético, que adquiere su forma amastigote dentro de las células fagociticas
(principalmente en los macrofagos) del hospedador vertebrado, mientras que en la
probdscide de la hembra hematofaga, que actia como vector, el parésito se encuentra en

forma promastigote.

La leishmaniasis es, en la mayoria de los casos, una zoonosis en la que el reservorio de
la enfermedad es muy variado, ya que diferentes especies de mamiferos salvajes o
domésticos, incluidos roedores y perros pueden actuar como tal (Ashford 1996,
Akhoundi, Kuhls et al. 2016, Travi, Cordeiro-da-Silva et al. 2018). Sin embargo, la
infeccidn por parasitos de las especies Leishmania donovani y Leishmania tropica es
antropondtica (Pace 2014) siendo el reservorio principal los enfermos, los afectados por
la forma dérmica post Kala-azar (PKDL) y los individuos asintomaticos (Bern, Maguire
et al. 2008).

Ademas, en los afios 90 se describio un ciclo artificial de transmisién antropdnotica en
sujetos coinfectados por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) y el parasito,
usuarios de drogas por via intravenosas (UDI) que compartian jeringuillas, en los que
estas actuaban como un vector artificial a la hora de transmitir la enfermedad (Alvar,
Gutierrez-Solar et al. 1996).
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1.2 Formas clinicas de la enfermedad

La leishmaniasis es una enfermedad compleja que depende de multiples factores. Las
principales manifestaciones clinicas de la enfermedad se clasifican en: leishmaniasis
cuténea, leishmaniasis mucocutanea, leishmaniasis visceral y leishmaniasis dérmica
post Kala-azar. Distintos factores influyen en que un individuo infectado desarrolle un
tipo u otro de forma clinica. Por un lado son importantes los factores propios del
parésito como son la virulencia y la especie de Leishmania causante de la infeccién. Por
otro, factores propios del paciente como son el estado nutricional, la edad y la respuesta

inmune tienen una gran importancia (McMahon-Pratt and Alexander 2004).

1.2.1 Leishmaniasis cutanea (LC).

Esta manifestacion es la mas frecuente y menos grave de las formas clinicas de la
enfermedad (McGwire and Satoskar 2014). Esta forma clinica de la leishmaniasis se
caracteriza por la aparicion de una papula en el lugar de la picadura del fleb6tomo,
seguida de un proceso de ulceracion que termina, al cabo de varios meses, resolviéndose
(McGwire and Satoskar 2014). La infeccion por L. amazonensis o L. aethiopica puede
producir, en algunas ocasiones, una leishmaniasis cutanea diseminada (LCD) en la que
aparecen lesiones nodulares, no ulcerativas y alejadas del lugar de la picadura del
fleb6tomo (Bailey and Lockwood 2007).

1.2.2 Leishmaniasis mucocutanea (LM).

Esta forma clinica es causada por algunas especies americanas, principalmente L.
braziliensis y L. panamensis. Tiempo después de la desaparicion de la lesion cutanea, se
producen multiples lesiones en las mucosas bucales y nasales, debido a la diseminacion
linfatica del parasito. Si no se trata, da lugar a mutilaciones del tejido nasal, bucal y/o
oro/naso-faringeo (de Oliveira and Brodskyn 2012). En pacientes inmunodeprimidos se
han descrito trastornos similares causados por otras especies causantes de la forma

visceral, como L. infantum y L. donovani.

1.2.3 Leishmaniasis visceral (LV).

Es la forma mas grave de la enfermedad y esta causada por L.infantum y L. donovani,
aungue se han descrito casos en individuos inmunodeprimidos causados por especies
que provocan la forma cutanea (Who 2010). Como consecuencia de la invasion de los

tejidos por los parasitos hay una afectacion principalmente del higado, el bazo y la
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medula dsea, que provoca una disfuncion de los mismos (Stanley and Engwerda 2007).
La clinica de la enfermedad cursa con fiebre, pérdida de peso,
hipergammaglobulinemia, leucopenia y anemia, dando lugar a una alta tasa de
mortalidad en ausencia de tratamiento (Faleiro, Kumar et al. 2014). En pacientes
coinfectados VIH-Leishmania la esplenomegalia puede no aparecer, ddndose con mayor
frecuencia otras manifestaciones clinicas atipicas como sintomas gastrointestinales,
debilidad, desnutricién y pérdida de peso, ademas de encontrarse los amastigotes en
otros drganos como los pulmones o el intestino (Alexandrino-de-Oliveira, Santos-
Oliveira et al. 2010, Hurissa, Gebre-Silassie et al. 2010, Ritmeijer, ter Horst et al. 2011).

1.2.4 Leishmaniasis dérmica post Kala-azar (PKDL).

Esta forma clinica aparece en Africa oriental e India, y esta causada por L. donovani.
Suele aparecer entre 6 meses a 1 afio después de la cura de la leishmaniasis visceral. La
caracteristica principal es la aparicion de lesiones nodulares, papulas o maculas
hipopigmentadas por toda la superficie de la piel (Zijlstra and el-Hassan 2001). Estos
individuos suponen una fuente continua de contagio y son el reservorio principal de la
enfermedad en India (Ganguly, Das et al. 2010).

Figura 1. Formas clinicas de la leishmaniasis: A) Leishmaniasis cutanea, lesion ulcerativa (Dantas et al., 2013), B)
Leishmaniasis mucocutanea, destruccion de las mucosas faciales (Elfaituri et al., 2015), C) Leishmaniasis visceral,
paciente con hepatomegalia y esplenomegalia (Sangenis et al., 2014), D) Leishmaniasis dérmica post Kala-Azar,
lesiones maculares hipopigmentadas (Zijlstra, 2016).

1.3 Infeccion asintomatica por Leishmania

Es cada vez mas evidente que la infeccién por Leishmania no produce en todos los
casos el desarrollo de manifestaciones clinicas, sino que al contrario el individuo

infectado es capaz de permanecer asintomatico. Hasta el momento no estan definidas las
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causas que determinan que unas personas desarrollen sintomas y otras no (Gidwani, Rai
et al. 2009), pero la existencia de individuos asintomaticos en zonas endémicas plantea
nuevos interrogantes de cara al control de la leishmaniasis. Se estima que por cada caso
clinico existen de 4 a 50 individuos asintomaticos, pero este nimero depende de la zona
endémica y el método empleado para su deteccién, es por ello que la falta de deteccion
individuos asintomaticos no permite conocer con exactitud la prevalencia real de la
infeccion por Leishmania (Evans, Teixeira et al. 1992, Zijlstra, el-Hassan et al. 1994,
Schaefer, Kurtzhals et al. 1995, Moral, Rubio et al. 2002) (Bern, Haque et al. 2007).

Hasta la fecha la infeccién asintomatica por Leishmania no se encuentra bien
caracterizada ya que no existe un test validado para la identificacién de estos individuos.
Dependiendo de la zona endémica estos individuos se detectan con una prueba
especifica para Leishmania positiva: serolégica como el test de aglutinacion directa
(DAT), molecular como la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) o celular como el
test en piel de leishmanina (LST) (Badaro, Reed et al. 1986, Satti, el Hassan et al. 2002,
Hailu, Gramiccia et al. 2009). La poblacion de individuos asintomaticos es heterogénea
y cada una de estas aproximaciones reconoce un subgrupo diferente de individuos
asintomaticos por lo que es necesario combinarlas para obtener un nimero real de la

prevalencia de infeccion por Leishmania.

El test cutaneo LST es el método que se ha utilizado de manera tradicional para la
caracterizacion y deteccion de individuos asintomaticos, ya que es facil de usar en
encuestas epidemioldgicas y suele ser el método que mas casos detecta (Michel,
Pomares et al. 2011). En la actualidad, debido a que no existe una produccién de
leishmanina bajo buenas practicas de produccion (condiciones GMP) el uso de este
método no esta permitido en la Unidn Europa ni en otros muchos paises no europeos
(Gradoni L 2017.).

Existe por tanto la necesidad de un test que permita la identificacion y caracterizacion
de los sujetos asintomaticos, lo que ayudaria a contestar algunas de las cuestiones
fundamentales en la epidemiologia de la leishmaniasis y en los programas de control,
ademas de ser incluidos en los ensayos de campo de vacunas contra la leishmaniasis
(Singh and Sundar 2014).
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1.4 Epidemiologia de la leishmaniasis

La leishmaniasis es endémica en 98 paises de las zonas tropicales y subtropicales y su
distribucion se encuentra estrechamente ligada a la del vector. La enfermedad afecta
aproximadamente a 12 millones de personas y se calcula que unos 350 millones de
personas viven en areas de alta transmision del parasito (Gradoni L 2017. ).

Anualmente, se dan 1.3 millones de casos nuevos de leishmaniasis en el mundo,
predominantemente en la regién tropical y subtropical, en las que la enfermedad es
endémica. La leishmaniasis cutanea es la manifestacion clinica mas coman, con una
incidencia de entre 0.7-1.2 millones de casos nuevos anuales (Alvar, Velez et al. 2012)
mientras que la leishmaniasis visceral tiene una incidencia entre 0.2-0.4 millones de

casos anuales y da lugar a una mortalidad de entre 20 mil a 40 mil muertes por afio.

Segun datos de la OMS, el 75% de los casos de leishmaniasis cutanea ocurren en
Afganistan, Brasil, Iran, Irak y Siria; mientras que 90% de los casos de leishmaniasis
visceral ocurren en Brasil, India, Bangladesh, Sudan del Sur, Sudan y Etiopia (Gradoni
L 2017.).

Figura 2. Distribucion geogréfica de los casos de leishmaniasis. Rojo: areas con casos endémicos reportados de LV y
LC. Verde: &reas con casos endémicos reportados de LC. Amarillo: areas con casos endémicos reportados de LV.
Imagen propia basada en los datos de 2016 de la OMS.

El impacto real se encuentra limitado debido a que muchas de las infecciones son
asintomaticas, sin existir una técnica de referencia validada (Okwor and Uzonna 2016)
(Hasker, Malaviya et al. 2014). Ademas, existe una falta de reporte de los casos en los
paises mas afectados lo que influye en la determinacion de la carga real de la
enfermedad. Todo esto afecta de manera directa a las estrategias de intervencion para el

control de la enfermedad (Okwor and Uzonna 2016).
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1.4.1 La leishmaniasis en Europa

En Europa son endémicas dos especies del parasito: Leishmania infantum, presente en
las regiones mediterraneas siendo el perro el reservorio principal; y Leishmania tropica,
presente en Grecia de manera esporadica, siendo de transmisioén antroponética (Savoia
2015).

Tradicionalmente, el 70% de los casos de leishmaniasis en Europa se daban en nifios
menores de 15 afios. Sin embargo entre 1985 y 1995 el 75% de los casos se reportaron
en adultos, de los cuales aproximadamente el 60% eran VIH positivos (Alvar 1994,
Alvar, Canavate et al. 1997). A finales de los afios 90 se observé una clara disminucién
de los casos de coinfeccion VIH-Leishmania en Europa, que se atribuye a la
introduccion del uso rutinario de la terapia antirretroviral (TAR) desde 1997 (del
Giudice, Mary-Krause et al. 2002, Lopez-Velez 2003, Russo, Nigro et al. 2003).

En la actualidad, la leishmaniasis se considera una enfermedad emergente en Europa
(Ready 2010) debido principalmente a la ocurrencia de brotes epidémicos
(Christodoulou, Antoniou et al. 2012) y la descripcidn de casos autoctonos en regiones
previamente libres de la enfermedad (Naucke, Menn et al. 2008, Varani, Cagarelli et al.
2013). Este cambio en el patron de la distribucion de la enfermedad se encuentra
asociado a los cambios ambientales, al aumento latitudinal de la distribucion del vector
y a los movimientos y redistribucion de los reservorio (Medlock, Hansford et al. 2014,
Prudhomme, Rahola et al. 2015, Baylis 2017).

1.4.2 La leishmaniasis en Espafia

En Espafia la leishmaniasis es endémica en todo el territorio peninsular y las islas
Baleares, y esta causada por Leishmania infantum. Espafia es uno de los paises europeos
con mayor carga de la enfermedad, tal como ha sido reportado por el programa global
de leishmaniasis de la OMS (WHO 2017). Los vectores involucrados en la transmision
del parasito son fundamentalmente Phlebotomus perniciosus y Phlebotomus ariasi,
cuyos ciclos vitales comprenden de mayo a octubre. Los perros son el principal
reservorio de la enfermedad aunque se han encontrado otros mamiferos infectados con
el parasito (Who 2010).

El patron de la enfermedad en Espafia, se ajusta a lo descrito previamente en Europa
(Gil-Prieto, Walter et al. 2011). Actualmente la incidencia anual en Espafa es de 0.45

cas0s/100000 habitantes, dandose la mayoria de los casos en nifios menores de 14 afios
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y en adultos coinfectados con el virus VIH (Suarez Rodriguez, Isidoro Fernandez et al.
2012). Ademas, cada vez son méas frecuentes los casos entre pacientes sometidos a
tratamiento inmunosupresor para enfermedades autoinmunes (Antinori, Schifanella et
al. 2012).

1.4.2.1 Brote de leishmaniasis de la Comunidad de Madrid

En el afio 2009 se detectd un incremento importante de los casos de leishmaniasis en la
zona sudoeste de la Comunidad de Madrid, en comparacion con la incidencia de afios

anteriores (Arce, Estirado et al. 2013). Los municipios principalmente afectados fueron:
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Figura 3. Distribucion espacial de los casos por lugar de residencia y presentacion clinica (rojo LV y negro LC) en la
;%glig; sudoeste de la Comunidad de Madrid de julio 2009-diciembre 2012 (n=446). Tomado de(Arce, Estirado et al.
En los datos recogidos desde julio de 2009 hasta finales de 2012 se han descrito 446
infecciones en humanos, de las cuales el 35.9% eran formas viscerales y el 64.1%
formas cutaneas, dandose el 70,6% de los casos totales en adultos inmunocompetentes
(Carrillo, Moreno et al. 2013). En el afio 2011 la incidencia en Fuenlabrada, el
municipio mas afectado, fue de 44,5 casos/ 100000 habitantes (Remoli, Jimenez et al.

2016).

Dado que el perro es el reservorio natural de Leishmania infantum, se realizaron pruebas

serologicas para averiguar el papel que jugaban en el brote como reservorio.
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Sorprendentemente el porcentaje de animales infectados, en las pruebas realizadas a
mas de 1.000 perros, estuvo entre el 1,6% Yy el 2,0%, niveles similares a los que se

encontraban en la zona previamente al brote (Miro, Checa et al. 2012).

El estudio parasitolégico realizado en las liebres y conejos que se encontraban en los
parques cercanos a las zonas en las que se habian descrito los casos humanos, puso de
manifiesto que casi el 30% de las liebres capturadas se encontraban infectadas por
Leishmania infantum. El estudio mediante xenodiagnéstico confirmé el papel de estos

animales en la transmision actuando como reservorio (Molina, Jimenez et al. 2012).

El caso de Fuenlabrada es un buen ejemplo de como la confluencia de diferentes
factores como son los cambios ambientales pueden dar lugar a nuevos brotes

produciéndose una urbanizacion del ciclo de la leishmaniasis.

1.5 Respuesta inmune frente a la leishmaniasis

El sistema inmune estd compuesto por una red coordinada de células, tejidos y 6rganos,
que son capaces de atacar a los patdgenos invasores fundamentalmente de dos maneras:
una estrategia primaria de “identificacion y destruccion” (inmunidad innata) o mediante
la deteccion especifica y la eliminacion dirigida con “regulacion y memoria”
(inmunidad adaptativa) (Doherty 2007).

Como se ha mencionado anteriormente, la respuesta inmune frente al parésito es
determinante en el progreso de la infeccion y el desarrollo de la enfermedad. Uno de los
mayores problemas en las infecciones por Leishmania es la capacidad del parasito de
evadir y alterar la respuesta del hospedador. Esta capacidad permite a los parasitos

persistir y establecer infecciones crénicas.

1.5.1 Respuesta inmune innata

La respuesta inmune innata es fundamental para aclarar rapidamente los patdégenos y
promover la respuesta inmune adaptativa. Tras la infeccion, los promastigotes acceden
al hospedador donde encuentran los neutrdéfilos, los macréfagos y los monocitos (Kaye
and Scott 2011, Novais, Nguyen et al. 2014).

Los neutrofilos son las primeras células del hospedador en acudir al sitio de la
inoculacion del parasito unas pocas horas después de la picadura (Peters, Egen et al.

2008). Se ha visto que los neutrofilos engloban promastigotes de Leishmania de manera
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activa (Mollinedo, Janssen et al. 2010) y producen una variedad de factores
microbicidas como el 6xido nitrico (ON) o la neutréfilo elastasa (NE) (Charmoy,
Megnekou et al. 2007, Ribeiro-Gomes, Moniz-de-Souza et al. 2007) (Figura 6). Sin
embargo, los parasitos son capaces de utilizar a los neutréfilos como “caballo de Troya”
para la entrada en los macr6fagos, donde son capaces de multiplicarse (van Zandbergen,
Klinger et al. 2004).

Se ha descrito que la infeccién de los neutréfilos no solo puede inducir la muerte del
parésito, sino que pueden inducir la formacion de cuerpos apoptdticos que son capaces
de inhibir la respuesta de los macrofagos cercanos (Afonso, Borges et al. 2008).
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Figura 6. Representacion esquematica del reclutamiento de los neutréfilos y los macréfagos al lugar de la infeccion.
ON: 6xido nitrico. NE: neutrofilo elastasa. Imagen de elaboracion propia

Las células natural killer (NK) también son reclutadas al sitio de la infeccion después de
los neutrofilos (Muller, van Zandbergen et al. 2001, Thalhofer, Chen et al. 2011). Son la
fuente primaria temprana de produccién de interferon (IFN)-y que favorece la
diferenciacion de las células T CD4+ y la restriccion de la diseminacion del parasito
(Diefenbach, Schindler et al. 1998). Las células NK también contribuyen a la induccion
de la 6xido nitrico sintetasa (iNOS) en macrofagos infectados (Prajeeth, Haeberlein et
al. 2011) (Figura 7 A). En humanos, se ha visto que las células NK disminuyen en caso
de enfermedad progresiva (Peruhype-Magalhaes, Martins-Filho et al. 2005, Pereira,
Dorta et al. 2009), mientras que en lesiones que estan curando puede verse un infiltrado
de células NK (Pereira, Dorta et al. 2009). Otra via de activacion de las células NK es
de manera indirecta mediante la estimulacion del receptor tipo Toll (TLR)-2 lo que
induce la produccién de interleuquina (IL)-12 que a su vez activa las células NK-T
(Zamora-Chimal, Hernandez-Ruiz et al. 2017) (Figura 7 A). Esta activacion indirecta da
lugar a la produccion de IFN-y que favorece la diferenciacion Thl de las células T
CD4+ (Scharton and Scott 1993).
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Las células NK-T son una subpoblacién de linfocitos T implicados en la inmunidad
innata frente a patégenos. También juegan un papel importante en la respuesta inmune
en los estadios tempranos de la infeccion por Leishmania (Ishikawa, Hisaeda et al.
2000, Amprey, Im et al. 2004). La activacion de las células NK-T puede darse de
manera directa por los glicolipidos del parasito. Esto induce la secrecion de diferentes
citoquinas (IFN-y, IL-4 e IL-10) ademas de aumentar su actividad citotoxica, que media
la lisis activa del parésito (Lieke, Nylen et al. 2011) mediante granzimas y perforinas
(Figura 7 B).
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Figura 7. Esquema simplificado del papel de las células NK (A) y NK-T (B) en la respuesta inmune innata frente a la
infeccion por Leishmania. Imagen de elaboracion propia.

Diversos estudios han identificado a los macr6fagos como uno de los tipos celulares
clave, tanto en la respuesta inmune innata como en la adaptativa. Su polarizacion en
diferentes fenotipos modula la respuesta y los agrupa de acuerdo a los estimulos
percibidos. Esta polarizacién se encuentra dividida en dos tipos principales: los
macrofagos activados de manera clasica 0 M1, y los macréfagos activados de manera
alternativa o M2 (Atri, Guerfali et al. 2018) (Figura 8).

Los macréfagos M1 constituyen una de las primeras lineas de defensa frente a
patdgenos intracelulares y promueven la polarizacion Thl de los linfocitos T CD4+,
ademas de producir citoquinas y quimioquinas pro-inflamatorias (Beyer, Mallmann et
al. 2012) (Martinez, Gordon et al. 2006, Ambarus, Noordenbos et al. 2012, Italiani,
Mazza et al. 2014, Vogel, Glim et al. 2014). A diferencia de los macr6fagos M1, los

macro6fagos M2 tienen actividad moduladora, regulando negativamente las citoquinas
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pro-inflamatorias e induciendo la produccion de mediadores anti-inflamatorios
(Ambarus, Noordenbos et al. 2012, Jaguin, Houlbert et al. 2013).

En la infeccién por Leishmania los macrofagos tienen una doble funcién que puede
parecer contradictoria. Por un lado actGan como célula diana principal del parésito para
su replicacién, pero también son las células que en Gltima instancia inducen su muerte
controlando la infeccion, lo que hace que estas células sean las principales en la
resistencia o susceptibilidad del hospedador (Atri, Guerfali et al. 2018). Los macréfagos
M1 debido a la induccion de citoquinas pro-inflamatorias presentan actividad
leishmanicida, mientras que los macr6fagos M2 presentan actividad anti-inflamatoria
que favorecen la supervivencia del parasito (Figura 8) (Liu and Uzonna 2012, Muraille,
Leo et al. 2014).
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Figura 8. Esquema simplificado de la polarizacién de los macrdfagos en funcion de los estimulos percibidos tras el
estudio in vivo e in vitro. LPS: lipopolisacarido. ROS: especies reactivas de oxigeno. iNOS: 6xido nitrico sintetasa.
Adaptado de (Atri, Guerfali et al. 2018).

1.5.2 Respuesta inmune celular adaptativa

La respuesta inmune celular adaptativa es la respuesta inmune protectora principal
frente a la infeccion por Leishmania. Esta respuesta se desarrolla tras la presentacion
antigénica por parte de las células del sistema inmune innato a los linfocitos T, lo que

provoca su proliferacion y migracion al foco de la inflamacion.

Los linfocitos estan implicados en la respuesta inmune adaptativa frente a la infeccion
por Leishmania, produciendo quimioquinas y citoquinas que inducen la actividad
antiparasitaria de los macro6fagos. La activacion de los linfocitos T CD4+ provoca que

se diferencien a linfocitos T colaboradores (Kaye and Scott 2011). Las citoquinas
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producidas por estas células determina la respuesta frente a la infeccién (Figura 9)
hacia una respuesta mayoritaria de tipo Thl (por ejemplo si se produce IL-12) o hacia
una respuesta predominante de tipo Th2 (por ejemplo si se produce IL-4) (Himmelrich,
Launois et al. 2000).

Las citoquinas son mediadores de la sefial celular, que afectan a la funcién celular de
manera autocrina, paracrina o endocrina. Las citoquinas son importantes durante todo el
proceso de infeccién por Leishmania, siendo fundamentales en la respuesta inmune

adquirida (Cecilio, Perez-Cabezas et al. 2014).

En la infeccion por Leishmania, la produccién mayoritaria de IL-12 por macrofagos y
células dendriticas se asocia con la resistencia frente al parasito. Esta citoquina induce la
maduracion de las células T hacia un fenotipo tipo Thl productor de citoquinas pro-
inflamatorias, principalmente IFN-y, IL-2 y factor de necrosis tumoral(TNF)-a, que
inducen la activacion de macréfagos M1 (Figura 9) y la posterior eliminacion de los
parasitos mediante la produccion de 6xido nitrico (ON) y especies reactivas de oxigeno
(ROS) (Kaye and Scott 2011, Diaz-Gandarilla, Osorio-Trujillo et al. 2013)(Figura 9).

Las citoquinas tipo Th2, como la IL-4 y la IL-10, se han relacionado con la
susceptibilidad frente a la leishmaniasis activa y su progresion mediante la induccion de
macrofagos de fenotipo M2 (Figura 9) (Gautam, Dixit et al. 2011, Mia, Warnecke et al.
2014). La IL-10 es una citoquina reguladora importante que inhibe la fagocitosis y
afecta a la capacidad de los macrofagos para matar los parasitos intracelulares,
contribuyendo a su crecimiento y diseminacion (Gautam, Dixit et al. 2011). Se han
encontrado elevados niveles de IL-10 en el suero, aspirado esplénico, ganglios linfaticos
y medula 6sea de pacientes con LV (Kenney, Sacks et al. 1998, Nylen and Sacks 2007,
Ansari, Kumar et al. 2011), también se produce tras la estimulacion de sangre completa
con antigenos de Leishmania en pacientes con la enfermedad activa, disminuyendo
significativamente tras la cura (Singh, Stober et al. 2012). La neutralizacion de la IL-10
aumenta la produccion de IFN-y en ensayos de sangre completa y promueve el
aclaramiento de los amastigotes en cultivo de esplenocitos de pacientes con LV
(Gautam, Dixit et al. 2011, Singh, Stober et al. 2012)

De forma resumida puede decirse que para que la respuesta inmune celular frente al
parasito sea exitosa se necesita un equilibrio entre el conjunto de citoquinas secretadas

en la respuesta celular. Esto requiere un reconocimiento antigénico por las células
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presentadoras de antigeno, y a la produccién de citoquinas diferenciadoras de tipo Thi,
que da lugar a la activacion de los macréfagos M1 (Soong, Henard et al. 2012).
También es necesario que la respuesta sea autolimitada, finalizando con la activacion de
células tipo Th2, que mayoritariamente secretan IL-10 y bloquean la produccion de
oxido nitrico (Alexander and Brombacher 2012).

12 12 1y ThEa 0 > Eliminacién del parisito
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Figura 9. Esquema simplificado de la respuesta inmune adaptativa frente a la infeccion por Leishmania. Cuando la
respuesta es predominante de tipo Thl se induce la eliminacién del parasito frente a la replicacién que se favorece
cuando la respuesta es predominantemente de tipo Th2. Imagen de elaboracidn propia.

Las células Thl7 representan una subpoblacion de las células T CD4+ efectoras
distintas del linaje Thl y Th2, que producen citoquinas pro-inflamatorias e inducen el
reclutamiento de leucocitos, especialmente de neutrdfilos, creando una union entre la
inmunidad innata y la adaptativa (Tesmer, Lundy et al. 2008). La IL-17 es producida
mayoritariamente por las células Th17 y colaboran con otras citoquinas, como la IL-17F
0 la IL-22, secretadas por las células Th1l7 para inducir inflamacion tisular (Korn,

Bettelli et al. 2009).

Existen evidencias recientes que sugieren el importante papel protector de las células
Th17 durante la LV. El papel efector de la IL-17A esta mediado por la acumulacién de
neutréfilos y la mejora de la secrecion de IFN-y. Ratones deficientes en el receptor A de
la IL-17 son mas susceptibles a la infeccion por L. infantum, presentando un menor
namero de células T CD4+ productoras de IFN-y (Nascimento, Carregaro et al. 2015).
Ademas, se ha descrito que la expresidon de citoquinas Th17 en células mononucleares
de sangre periférica (PBMCs) es mayor en el estado asintomatico que en casos de LV
activa (Pitta, Romano et al. 2009, Ghosh, Sharma et al. 2013).
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La inmunidad celular mediada por células T CD8+ durante la LV ha sido menos
estudiada que la respuesta T CD4+. Las células T CD8+ responden a la produccion de
IL-12 y el IFN tipo I, lo que promueve la expresion de diferentes citoquinas como TNF-
a 0 IFN-y y de moléculas citotoxicas como granzimas y perforinas que permiten a las
células T CD8+ realizar su funcion efectora (Figura 9) (Kaech and Cui 2012). El
paradigma actual indica que las células T CD8+ productoras de IFN-y contribuyen a la
respuesta protectora frente al parasito mientras que la citotoxicidad mediada por estas
células conduce a la patologia en el tejido y promueve la ulceracién de la piel (Novais,
Carvalho et al. 2013, Santos Cda, Boaventura et al. 2013).

1.5.3 Respuesta inmune humoral

La respuesta humoral se encuentra mediada por células B y anticuerpos que se
consideran de modesta importancia en la inmunidad protectora frente a la LV. Es mas,
la hipergammaglobulinemia presente en pacientes con LV se correlaciona positivamente
con la gravedad de la enfermedad y disminuye en el tiempo tras la cura farmacoldgica
(Cooper, Rein et al. 1946, da Matta, Hoshino-Shimizu et al. 2000, Miles, Conrad et al.
2005).

En los pacientes con LV se ha visto una produccion elevada de inmunoglobulinas como
resultado de la activacion policlonal de las células B (Galvao-Castro, Sa Ferreira et al.
1984) que producen anticuerpos especificos y no especificos frente al parasito (Evans,
Krug et al. 1989). Ademas, se ha descrito que, dependiendo de la subclase de los
anticuerpos 1gG, y del receptor Fc al que se unan, pueden inducirse respuestas pro-
inflamatorias o antiinflamatorias (Woelbing, Kostka et al. 2006, Gallo, Goncalves et al.
2010, Guilliams, Bruhns et al. 2014).

Las células T colaboradoras foliculares (Tfh) son una subpoblacion de los linfocitos T
que se encuentran en el bazo y los ganglios linfaticos (Ma, Deenick et al. 2012,
Ballesteros-Tato and Randall 2014). Las células Tfh promueven la diferenciacion de las
células B en células B de memoria o en células plasmaticas generadoras de anticuerpos
(Rodrigues, Laforge et al. 2014). También se ha descrito la migracién de esta poblacion
celular a los foliculos y los centros germinales, donde inducen la supervivencia de
células B y sefales de diferenciacion en células plasmaticas o de memoria (Ballesteros-
Tato and Randall 2014).
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1.5.4 Respuesta inmune en la coinfeccion VIH-Leishmania

En los pacientes con VIH, la carga antigénica que supone la replicacion del virus
desencadena la activacion del sistema inmune, la diseminacion viral y la muerte de las
células infectadas. Paralelamente, el timo y otros componentes del sistema linfoide
como la médula 6sea se deterioran, con lo que se pierde la capacidad de reponer las
células (Hadrup, Strindhall et al. 2006). Se ha visto que la terapia antirretroviral revierte
parcialmente las rutas pro-inflamatorias, pero la inflamacién se mantiene de forma
indefinida, al igual que la presencia de distintos marcadores de inflamacion (VIH en
Espafa 2017).

En los pacientes coinfectados con VIH y Leishmania, los macréfagos representan un
reservorio comun para el virus y el parasito, sirviendo como vehiculo para diseminar
ambos a través del hospedador (Olivier, Badaro et al. 2003). Ademas, ambos patdgenos

pueden interactuar entre ellos a nivel celular para exacerbar la supresion inmune.

La infeccidbn concomitante por dos patdégenos inmunosupresores deriva en una
incapacidad persistente del sistema inmunitario, favoreciendo un estado de anergia
inmunoldgica, que en ultima instancia resulta fatal para el paciente coinfectado
(Adriaensen, Dorlo et al. 2017).

El VIH-1 provoca ademas, un desajuste general de la inmunidad mediada por celulas
con bajos niveles de linfocitos T CD4+, las células protectoras principales frente a la
leishmaniasis. También se ha visto que la infeccion por el virus sesga la inmunidad del
hospedador hacia una respuesta tipo Th2, que en el caso de los pacientes coinfectados
VIH-Leishmania favorece la replicacion del parasito y la activacion de provirus latentes
(Figura 10) (Adriaensen, Dorlo et al. 2017).

En los pacientes VIH+, la deplecion de las células Th17 del tejido linfoide asociado al
intestino junto con una serie de eventos inmunolégicos que ocurren a nivel
gastrointestinal provocan traslocacion microbiana (Brenchley, Price et al. 2006). Esta
traslocacién microbiana produce una activacion inmune continua, que es uno de los
factores que da lugar a la senescencia y al agotamiento de las células T en estos
pacientes, que puede debilitar ain mas la respuesta inmune protectora frente a
Leishmania (Figura 10) (Desai and Landay 2010). La activacion inmune cronica
también se ha asociado con recaidas de leishmaniasis visceral en los pacientes VIH+
(Silva-Freitas, Cota et al. 2016).
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Se ha demostrado que los pacientes coinfectados VIH-Leishmania, tras el tratamiento
de la leishmaniasis visceral, son capaces de desarrollar una respuesta inmune protectora
frente al parasito (Castro, Carrillo et al. 2016) (Figura 10). Sin embargo después de la
remision clinica, la parasitemia también puede persistir, al menos de forma intermitente
(Bourgeois, Bastien et al. 2010). Se ha descrito un curso cronico/intermitente de LV que
dura varios afios, denominado leishmaniasis visceral cronica activa (LVAC) (Bourgeois,
Bastien et al. 2010).
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Figura 10. Resumen de los mecanismos sinérgicos que median en la inmunidad de células T frente a Leishmania
debida a la coinfeccion por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) que incita a la replicacion viral y
parasitaria persistente en pacientes coinfectados. APC: célula presentadora de antigeno. GALT: tejido linfoide
asociado al intestino. CTL: célula T citotdxica. Adaptado de (Adriaensen, Abdellati et al. 2018).

1.5.5 Agotamiento celular

En los Gltimos afios, se han desarrollado estudios que relacionan la persistencia de
algunas infecciones viricas y parasitarias con la presencia de linfocitos T “agotados”
(Yi, Cox et al. 2010, Gigley, Bhadra et al. 2012, Rodrigues, Laforge et al. 2014). El
agotamiento inmune corresponde a una pérdida de la funcién efectora de la células T
que ocurre de manera progresiva, comenzando con una disminucién de la capacidad
proliferativa, la produccién de IL-2 y la funcion citotoxica, seguida de una incapacidad
para producir IFN-y y TNF-a (Jin, Jeong et al. 2011, Wherry 2011).

Se ha descrito que en la leishmaniasis visceral humana, las células T CD8+ efectoras
productoras de IFN-y se encuentran ausentes (Gautam, Kumar et al. 2014). Estas células

expresan elevados niveles de antigeno 4 citotoxico de linfocitos T (CTLA-4) y de la
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proteina de muerte programada (PD1) (Gautam, Kumar et al. 2014), reguladores
negativos de la activacion de células T asociados con la anergia celular y el agotamiento
(Chen 2004). En relacién a la produccion de PD1, se han obtenido resultados similares
por Esch y colaboradores, estudiando tanto celulas T CD4+ como T CD8+, en casos de

leishmaniasis visceral canina (Esch, Juelsgaard et al. 2013).

1.6 Diagndstico de la leishmaniasis

Los sintomas clinicos asociados con la leishmaniasis no son especificos de esta
enfermedad, por lo que es necesario que el diagndstico se acompafie de técnicas
inmunoparasitolégicas especificas. Ademas, dependiendo de la region geogréafica donde
se detecte debe considerarse el diagndstico diferencial con otras patologias para su

confirmacion.

El diagnostico de la leishmaniasis se hace mediante una combinacion de la informacion
anamneésica con las manifestaciones clinicas y el diagndstico de laboratorio. No hay un
test “gold standard” para el diagndstico de laboratorio, que se basa en los siguientes
criterios: una parasitologia positiva con la demostracion de la presencia del parasito o su
ADN o la deteccion de elevados titulos de anticuerpos circulantes especificos (en el

caso del diagnostico de LV).

1.6.1 Deteccion directa del parasito

El diagnostico de certeza de la leishmaniasis se realiza por la observacion directa de los
amastigotes en tejidos o aislando los promastigotes en cultivo. La microscopia es de

facil manejo pero requieren un entrenamiento adecuado.

El empleo de medios monofasicos (Schneider, M199 o medio Grace) o difasicos (Novy-
McNeal-Nicolle y medio Evans modificado) para el cultivo, ha demostrado ser una
técnica especifica, sin embargo es tediosa, necesita personal especializado y
normalmente se restringe a centros de referencia y hospitales (Srividya, Kulshrestha et
al. 2012).

En los casos de LV este método tiene una sensibilidad que varia desde el 64% al 94%
tanto en pacientes inmunocompetentes como en coinfectados con el VIH (Murray,
Berman et al. 2005).
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1.6.2 Inmunodiagndstico / diagnostico seroldgico

Distintos antigenos se han utilizado para la deteccion de anticuerpos especificos anti-
Leishmania. En la LC la produccion de anticuerpos es muy escasa al tratarse de una
infeccion localizada. Por lo tanto, los test seroldgicos se utilizan principalmente en el
diagndstico de LV y, por lo general tienen una alta sensibilidad aunque su especificidad
es variable (Who 2010, Abubakar, Ruiz-Postigo et al. 2014). En los pacientes
coinfectados VIH-Leishmania, la sensibilidad de las técnicas es menor, ya que la
determinacion de anticuerpos es dificil debido a la anergia inmunitaria producida por el

virus (Deniau, Canavate et al. 2003, Savoia 2015).

Debido a que los anticuerpos pueden detectarse durante meses e incluso afios en los
pacientes, los métodos basados en su deteccion no diferencian entre las infecciones
activas, pasadas o las recaidas. Ademas, en areas endémicas una proporcion variable de
individuos sanos pueden ser positivos a estos test debido a su condicion de

asintomaticos (Silva, Madeira et al. 2011).

1.6.2.1 Test de aglutinacion directa (DAT)

El ensayo DAT es un test semi-cuantitativo que ha sido validado en diferentes areas
endémicas y que puede utilizarse con muestras de suero, plasma y sangre completa
(Moody and Chiodini 2000, Chappuis, Rijal et al. 2006, Srividya, Kulshrestha et al.
2012). Tiene la ventaja de que detecta bajos titulos de anticuerpos debido al mosaico de
antigenos que usa, sin embargo algunos de ellos pueden dar reacciones cruzadas (Maia,
Lirio et al. 2012).

1.6.2.2 Test de inmunofluorescencia indirecta (1FI)

El test de inmunofluorescencia indirecta se basa en la deteccion de anticuerpos que
aparecen en estadios tempranos de la infeccion y que pueden permanecer detectables
varios meses tras el tratamiento. Esta técnica presenta una sensibilidad entre el 87 y el
100% y una especificidad entre el 77 al 100%. Esta sensibilidad es mucho menor en
pacientes coinfectados VIH-Leishmania (Antinori, Schifanella et al. 2012, van
Griensven, Carrillo et al. 2014). Se ha reportado reactividad cruzada en pacientes con
tripanosomiasis, malaria, tuberculosis, brucelosis y fiebre tifoidea (Kohanteb and
Ardehali 2005, Elmahallawy, Sampedro Martinez et al. 2014). A pesar de que es

necesario un microscopio de fluorescencia y un laboratorio relativamente bien
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equipado, el IFI continta siendo la técnica seroldgica “gold standard” (Cota, de Sousa et
al. 2013).

1.6.2.3 Ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA)

El ensayo ELISA se ha utilizado como método para el diagnéstico de muchas
enfermedades infecciosas, incluida la leishmaniasis (Sundar and Rai 2002). La
sensibilidad y especificidad de la técnica depende del antigeno que se utilice (Srividya,
Kulshrestha et al. 2012, de Paiva-Cavalcanti, de Morais et al. 2015). Uno de los
antigenos mas comiUnmente utilizados es el antigeno crudo soluble (Sundar and Rai
2002). Empleando este antigeno, la sensibilidad y especificidad de la técnica va del 80
al 100% y del 84 al 100% respectivamente, aunque también se han descrito reacciones
cruzadas (Sundar and Rai 2002, Elmahallawy, Sampedro Martinez et al. 2014). En
pacientes coinfectados VIH-Leishmania se han reportado sensibilidades algo menores
(79-89%) (Deniau, Canavate et al. 2003).

1.6.2.4 Test inmunocromatografico

Las tiras inmunocromatogréaficas rapidas estan basadas en el antigeno recombinante
rk39. El rk39 es un test rapido, no invasivo y coste efectivo que ha demostrado tener
una buena sensibilidad y especificidad, dependiendo de la zona endémica de estudio.
También se ha utilizado en el serodiagnostico de pacientes VIH+ coinfectados; sin
embargo, presenta una menor sensibilidad que dificulta el diagnéstico de LV en estos

pacientes (Cota, de Sousa et al. 2013).

1.6.3 Diagnostico molecular

Las técnicas moleculares han ido incrementando su relevancia en los Gltimos afios, ya
que han permitido superar algunos de los inconvenientes y desventajas de los métodos
clasicos. Estas técnicas mejoran la sensibilidad diagndstica en los casos de LC y
permiten el uso de procedimientos menos invasivos para el diagndstico de los casos de
LV (como el anélisis de sangre periférica en lugar de aspirado de medula 6sea) (Weigle,
Labrada et al. 2002, de Ruiter, van der Veer et al. 2014).

1.6.3.1 Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La PCR es un procedimiento rapido para la amplificacion enzimatica in vitro de

segmentos especificos del ADN. Tanto en pacientes inmunocompetentes como en
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pacientes inmunodeprimidos, la PCR en sangre o medula désea presenta una alta
sensibilidad (de Ruiter, van der Veer et al. 2014).

Diferentes secuencias se han utilizado como diana de la PCR incluyendo el ADN del
kinetoplasto, ARN ribosomal, la glicoproteina 63 (gp63) o las regiones transcritas
espaciadoras internas (ITS) (Suarez, Valencia et al. 2015).

1.6.3.2 PCR cuantitativa (QPCR)

La PCR cuantitativa (qQPCR) presenta ventajas frente a la PCR convencional ya que
reduce el tiempo necesario para el desarrollo de la técnica ademas de permitir la

cuantificacion de la carga parasitaria en las muestras clinicas (Cruz, Millet et al. 2013).

1.6.3.3 Otras tecnicas moleculares de diagnostico

Se han introducido nuevas técnicas moleculares como la Amplificacion Basada En
Secuencia De Acido Nucleico (NASBA, de sus siglas en inglés) y la amplificacion
isotérmica mediada por bucle (LAMP, de sus siglas en inglés) para la deteccion de ARN
y ADN de Leishmania.

La técnica NASBA es una herramienta potente, basada en la deteccion de ARN, que
combina una alta sensibilidad y especificidad pudiendo utilizarse varios tipos de
muestras poco invasivas (Basiye, Mbuchi et al. 2010, Mugasa, Deborggraeve et al.
2010).

La técnica LAMP tiene la ventaja de amplificar ADN con rapida y alta especificidad en
condiciones isotérmicas. LAMP ha sido desarrollada como una alternativa a la PCR, ya
que es mas rapida y sensible, teniendo buen potencial para la aplicaciébn en campo
(Verma, Singh et al. 2013, Mikita, Maeda et al. 2014).

1.6.4 Deteccion de antigeno

Los test de deteccion de antigeno de Leishmania ofrecen una alternativa a las técnicas
de deteccion de anticuerpos, sobre todo en pacientes inmunodeprimidos (Riera, Fisa et
al. 2004, Canavate, Herrero et al. 2011). Tet6ricamente, son métodos mas especificos
que los test de deteccion de anticuerpos, ya que evitan reacciones cruzadas y pueden
distinguir mejor las infecciones pasadas (Chappuis, Sundar et al. 2007). Sin embargo,
las muestras de suero no es la mejor muestra clinica, ya que diferentes factores
inmunoldgicos pueden cubrir determinantes antigénicos o inhibir de manera competitiva

la unidn de los anticuerpos al antigeno libre (Canavate, Herrero et al. 2011).
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El test de aglutinacion para la deteccidn de antigeno en orina (KAtex), es un test simple,
no invasivo, rapido y facil de usar para el diagndstico de la LV basado en la deteccidn
del glicoconjugado de bajo peso molecular (5-20 kD) en la orina de los pacientes
(Ahsan, Islam et al. 2010). El antigeno puede detectarse desde un mes hasta seis meses
después del tratamiento (Riera, Fisa et al. 2004). EI métodos KAtex muestra un valor
predictivo positivo (Sundar, Agrawal et al. 2005), alta especificidad de 82-100% y una
sensibilidad variable del 47-95% (Elmahallawy, Sampedro Martinez et al. 2014). En
inmunodeprimidos, se ha reportado una sensibilidad y una especificidad de 85-100% vy
del 96-100% respectivamente (Canavate, Herrero et al. 2011).

Recientemente se ha aprobado por la FDA (Food and Drug Administration) un nuevo
test para el diagndstico in vitro de leishmaniasis cutanea. La prueba rapida CLDetect ™
para LC, es un inmunoensayo cualitativo basado en membrana para la deteccion del
antigeno peroxidoxina -presente en los amastigotes- a partir de muestras tomadas de las
lesiones cutaneas de los pacientes (De Silva, Somaratne et al. 2017, Schallig, Hu et al.
2019).

1.6.5 Diagnostico celular

Se ha descrito previamente la importancia de la respuesta celular tipo Thl para la cura
de la leishmaniasis. Es por ello que en los Ultimos afios se han desarrollado diferentes
técnicas que permiten detectar y caracterizar esta respuesta inmune. En la LV, la
respuesta celular especifica frente al parasito aparece tras el tratamiento, por lo que no
puede usarse para el diagndstico, pero resulta de utilidad para establecer la cura de los
pacientes y su inmunidad. También se han utilizado para estudios de prevalencia de la

infeccion asintomatica.

1.6.5.1 Test en piel de leishmanina o Test de Montenegro

El test en piel de leishmanina (LST) se basa en la inoculacion de paréasitos fenolizados
por via intradérmica, lo que provoca la induccién de una respuesta inmune celular. La
prueba es positiva cuando la reaccion especifica a la leishmanina da lugar a una
induracion con diametro mayor o igual a 5 mm, y es negativa cuando no se observa lo
anterior. La falta de condiciones GMP para su produccion hace que su utilizacion se vea
restringida a unos pocos paises, utilizandose fundamentalmente en estudios

epidemioldgicos de infeccion asintomatica.
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1.6.5.2 Ensayo de estimulacién de sangre completa

En los dltimos afios se ha desarrollado y optimizado la utilizacion del ensayo de
estimulacion de sangre completa para los casos de LV, utilizando antigeno soluble de
Leishmania (Gidwani, Jones et al. 2011, Katara, Ansari et al. 2012, Singh, Stober et al.
2012). El test se basa en el principio de que las células T de muestras de sangre
completa, cuando son expuestas e incubadas con antigenos especificos de Leishmania
son capaces de producir IFN-y, permitiendo detectar la respuesta inmune adaptativa del
hospedador frente al patdgeno ex vivo (Singh and Sundar 2014). Varios estudios
recientes han demostrado que utilizando este ensayo midiendo otras citoquinas y
quimioquinas relacionadas con la respuesta Th1l también es posible establecer la cura de
casos de LV (Ibarra-Meneses, Mondal et al. 2017). También se ha demostrado que este
ensayo es util para la deteccion de individuos asintométicos en zonas endémicas de L.
infantum y L. donovani (Ibarra-Meneses, Carrillo et al. 2016, Ibarra-Meneses, Ghosh et
al. 2017).

1.6.5.3 Ensayo de proliferacion celular in vitro

La proliferacion de linfocitos de sangre periférica es una técnica bien conocida para
medir la inmunidad mediada por células estimulas in vitro con antigenos del patdgeno,
aungue se ha utilizado de manera limitada en el estudio de enfermedades infecciosas
(Singh and Sundar 2014).

El estudio de la proliferacion de las células mononucleares de sangre periférica
(PBMCs) frente a antigenos de Leishmania es una herramienta util para la evaluacion de
la inmunidad celular de los pacientes con LV. En pacientes inmunocompetentes se ha
visto que una respuesta linfoproliferativa positiva frente al antigeno soluble de
Leishmania (SLA) es un marcador de recuperacion tras la infeccion y un signo del
desarrollo de una respuesta especifica de memoria frente al pardsito (Peruhype-
Magalhaes, Martins-Filho et al. 2005). Ademas, se ha demostrado que la respuesta
linfoproliferativa frente al antigeno SLA es una herramienta util para la deteccion de

individuos inmunocompetentes asintomaticos (Ibarra-Meneses, Carrillo et al. 2016).

1.7 Tratamiento

Uno de los mayores retos en la leishmaniasis es encontrar un tratamiento efectivo que

no solo resuelva el primer episodio de leishmaniasis visceral sino que prevenga las
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recaidas, sobre todo en pacientes inmunodeprimidos. El tratamiento de los pacientes
depende de las recomendaciones especificas de cada region y esta basado en la

quimioterapia antiparasitaria (Who 2010).

Desde finales de los afios 40 se han venido utilizando antimoniales pentavalentes para el
tratamiento de la LV (Pentosam® (SSG) y Glucantime® (MA)), sin embargo presentan
una alta toxicidad y mayores tasas de mortalidad en malnutridos y coinfectados con el
VIH. Ademas en los Gltimos afios se ha dado un incremento de las cepas de parasitos
resistentes a estos farmacos (Hefnawy, Berg et al. 2017).

En India el uso de la SSG se extendi6 para el tratamiento alternativo de la LV. Debido a
su baja eficacia, su toxicidad, los efectos secundarios y la disponibilidad de otras
opciones terapéuticas su uso se ha visto disminuido (Jha, Singh et al. 1991). Sin
embargo, se utiliza para mantener la profilaxis secundaria en pacientes coinfectados

VIH-Leishmania.

Un problema fundamental que presentan los tratamientos es la via de administracion, ya
que todos, a excepcion de la miltefosina que es el primer tratamiento oral efectivo
disponible para la LV, se administran por via parenteral, lo que dificulta la adhesion de
los pacientes al tratamiento (Sundar, Jha et al. 2006). Sin embargo, cabe destacar que el
uso actual de la anfotericina B liposomal (L-AmB) (AmBisome®) suministrada en
dosis Unica esta resultando clave en el control de la enfermedad en la India (Singh,
Singh et al. 2016).

En la actualidad, estos farmacos estan siendo administrados de manera conjunta con
otros (McGwire and Satoskar 2014). Combinando una Unica dosis de 5 mg/kg de L-
AmB con miltefosina durante 7-14 dias; una unica dosis de 5 mg/kg de L-AmB con 15
mg/kg/dia de paramomicina durante 10 dias; o combinando miltefosina con
paramomicina ambas durante 10 dias, se han llegado a obtener tasas de cura similares a
las alcanzadas con tratamientos méas largos administrando un unico farmaco (Gradoni L
2017.).

Con respecto a la LC no es posible, o alcanzable a corto plazo, recomendar un régimen
de tratamiento Unico que sea seguro y efectivo para todas las formas de LC. Para cada

paciente la decision terapéutica debe basarse en la relacion riesgo-beneficio.
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De manera general, en los casos de LC la eleccion del tratamiento depende de seis
caracteristicas: el tamafio de la lesion, el namero de lesiones, el lugar de la lesién, la
existencia de condiciones preexistentes (como comorbilidades, edad avanzada o
inmunosupresiones), la duracion esperada y la especie del parasito causante.

Los antimoniales pentavalentes (SSG y MA) son el tratamiento de eleccion para el
tratamiento de la LC y la LM, administrados de manera intravenosa o intramuscular a
una dosis de 20 mg/kg/dia durante 20 dias (Tuon, Neto et al. 2008). Por otro lado, la
crioterapia es una modalidad terapéutica recomendada por la OMS para el tratamiento
de la LC en el Viejo Mundo utilizada o no en combinaciéon con la administracion

intralesional de antimoniales pentavalentes (Who 2010)

Se define la inmunoterapia como el uso de moléculas biolégicas o compuestos
farmacologicos para modular la respuesta inmune o en combinacion con los
tratamientos (Roatt, Aguiar-Soares et al. 2014). En el caso de la leishmaniasis, cada vez
estd mas claro que la inmunidad del hospedador es un factor critico que determina la
respuesta al tratamiento y el control de la leishmaniasis visceral, actuando
sinérgicamente con los tratamientos anti-Leishmania (Adriaensen, Dorlo et al. 2017). A
pesar de que varios medicamentos se encuentran en desarrollo, no hay agentes
inmunoterapeuticos o vacunas frente a la leishmaniasis registradas para su uso en
humanos (Richardus 2015, Richardus and Oskam 2015).

1.8 Leishmaniasis e inmunosupresion

La inmunosupresion es considerada el principal factor de riesgo individual para el
desarrollo de la forma clinica de la leishmaniasis visceral, pudiendo alterar la

presentacion de la enfermedad y la respuesta frente al tratamiento.

De manera general, la inmunosupresién inmunologica méas extendida ha sido la causada
por la infeccidn por el VIH y en consecuencia es en estos pacientes en los que mas se ha
estudiado la coinfeccion con Leishmania. Sin embargo, el actual aumento de la
administracion de farmacos inmunosupresores, ha hecho que incrementen los casos de

infecciones por Leishmania en estos pacientes.

1.8.1 Coinfecciéon VIH-Leishmania

Segun los datos de ONU SIDA, a fecha de junio de 2016 en torno a 36.7 millones de

personas se encontraban infectadas con el VIH. En Espafia se estima que existen
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150.000 personas infectadas por el VIH, de las cuales se calcula que el 25% se
encuentran sin diagnosticar, lo que arroja una prevalencia en la poblacion general adulta
del 0.4% (del Amo J, 2015).

La infeccion por el VIH durante los afios 80 y primera mitad de los afios 90 se extendid
rapidamente entre usuarios de drogas intravenosas (UDI). En los ultimos 15 afios el
mecanismo de transmision mas frecuente ha variado, siendo la via sexual,
fundamentalmente entre hombres que tienen sexo con hombres, la forma mayoritaria de
adquisicion (del Amo J, 2015).

La poblacién con infeccion por VIH experimenta cambios inmunolégicos que se
producen como consecuencia de un estado basal de activacion inmune e inflamacién
persistente que llevan al envejecimiento del sistema inmune de forma precoz, conocido

como inmunosenescencia (Hadrup, Strindhall et al. 2006).

La inmunosenescencia contribuye al envejecimiento en la medida en que se asocia a un
aumento en la liberacion de mediadores inflamatorios. Hay una expansion de linfocitos
T CDB8+ especificos frente al virus y la inversion del cociente CD4/CD8 (Serrano,
Araujo et al. 2014).

El tratamiento antirretroviral ha alcanzado un éxito incuestionable en su objetivo de
suprimir el control de la replicacion viroldgica y disminuir la aparicion de infecciones
oportunistas en pacientes infectados por el VIH. No obstante, las personas infectadas
por el VIH tienen una esperanza de vida menor que la de la poblacion general de
similares caracteristicas. Ademas el tratamiento no es curativo, lo que significa que un

individuo que adquiere la enfermedad tendra que estar sometido al mismo durante toda

su vida.
1987-1995: 1996-2005: 2006-2012: 2013—h0.y:
TAR subéptimos ~ Terapia triple Combos TAR mg]olrad(.)’
1. Eficacia 1. Tolerabilidad 1. Conveniencia 1. Optimizacion
2. Eficacia 2. Tolerabilidad 2. Conveniencia
3. Eficacia 3. Tolerabilidad
4. Eficacia

Evolucion historica del TAR

Figura 11. Evolucion histérica de los requisitos de la terapia TAR desde los primeros afios en los que predominaba la
eficacia sobre cualquier requisito a la actualidad en la que se valora la conveniencia, la tolerabilidad del paciente y la
optimizacion del tratamiento. Imagen de elaboracidon propia.

El primer caso de coinfeccién VIH-Leishmania se reportd en Espafia en 1985 (de la

Loma, Alvar et al. 1985). Desde entonces se han reportado casos de coinfeccion en mas
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de 35 paises, existiendo una evolucion temporal conjunta de ambas enfermedades
(Figura 12).

1984: descripcion
del VIH

1981: primeras 1987: primer 1996-97: inicio
observaciones de ensayo TARGA
SIDA antirretroviral
1980 a 1989 1990 a 1999 2000.....
1985: primera 1997: repunte
descripcion casos de
coinfeccion coinfeccion
1990s: incremento 2001: Disminucion
de la incidencia de significativa en la
la coinfeccion cuenca Mediterranea

de la coinfeccion

Figura 12. Evolucion temporal conjunta del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) y la coinfeccion con
Leishmania sp. incluyendo la primera descripcién de un caso de coinfeccion en 1985. Imagen de elaboracién propia.

La superposicion geogréafica de la leishmaniasis visceral humana con la infeccion por el
VIH supone un problema de salud publica emergente con altas tasas de morbilidad y
mortalidad (Alvar, Aparicio et al. 2008, Martins-Melo, Lima Mda et al. 2014).

La infeccion por Leishmania junto a la infeccion por el VIH induce una activacion
inmune cronica, y por tanto un incremento en la carga viral y acelera la progresion al
estadio de SIDA; mientras los desajustes provocados por el virus son favorables para la

multiplicacion incontrolada del parasito (Bentwich 2003).

El tratamiento de la coinfeccion continda siendo el mayor reto teniendo en cuenta la
baja eficacia terapéutica, la mayor frecuencia de reacciones adversas, las recaidas y la
mayor mortalidad. En los pacientes coinfectados tratados para Leishmania se ha
observado una toxicidad mayor, fallos en el tratamiento parasitologico (sobre el 30%) y
en el tratamiento con antimoniales pentavalentes, con ratios de fatalidad superiores al
24% (Bern, Maguire et al. 2008, Diro, Lynen et al. 2014) Un estudio aleatorizado
llevado a cabo recientemente en Etiopia, ha puesto de manifiesto la mejora en la
respuesta si se administra el tratamiento de manera combinada (AmBisome® con
miltefosina) (Diro, Lynen et al. 2014).

Mientras que en Europa el uso extendido del TARGA ha resultado en una pronunciada
reduccion de la incidencia de la coinfeccion VIH-LV, las recaidas en los sujetos

coinfectados contintan siendo superiores al 60% después de un afio y la profilaxis
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secundaria tiene solo un efecto parcial (ter Horst, Collin et al. 2008) (Cota, de Sousa et
al. 2014).

Incluso con el acceso a una quimioterapia completa (tanto frente al virus como frente a
Leishmania) el pronostico de la coinfeccion continda siendo subdptimo. En contraste
con otras muchas infecciones oportunistas, la recuperacion de las células T CD4+ se
retrasa de manera severa, incluso en los casos en los que se alcanza la supresion

viroldgica (Badaro, Goncalves et al. 2015) (Lawn, Myer et al. 2006).

Debido a que la enfermedad afecta a los pacientes mas pobres y las poblaciones mas
desatendidas dentro de las enfermedades olvidadas, es comin un subregistro de los
casos en la mayoria de las areas endémicas. Ademas los pacientes coinfectados se
consideran reservorios de la leishmaniasis visceral, por lo que representan un problema

a resolver de cara a las estrategias actuales de eliminacion (Stein, Green et al. 2011).

1.8.1.1 Tratamiento y seguimiento de los pacientes VIH-LV tratados

En los pacientes curados de leishmaniasis visceral coinfectados con el virus VIH se han
descrito diferentes factores de riesgo para sufrir recaidas como son los niveles de T
CD4+ por debajo de las 100 células/mm?, bajo incremento de los niveles de T CD4+ en
respuesta al TAR, la falta de una profilaxis secundaria y una historia previa de recaida
(Cota, de Sousa et al. 2011).

La profilaxis secundaria reduce significativamente las recaidas y debe ser iniciada
después de finalizar el tratamiento de manera correcta (Alvar, Aparicio et al. 2008)
(Lopez-Velez 2001, Who 2010). No se encuentra bien definido cuél es el mejor régimen
para esta profilaxis (tratamiento, dosis, intervalo de tiempo entre dosis...) (Gradoni L
2017. ). Ademas, no hay recomendaciones seguras para el mantenimiento de la

profilaxis secundaria.

Algunos expertos recomiendan mantenerla indefinidamente. Otros sugieren retirarla en
pacientes seleccionados que tienen los niveles de T CD4+ por encima de las 200-350
células/mm® y que no han presentado ninguna recaida en los Gltimos 6 meses, que
presenten una carga viral indetectable por mas de 3 meses, y con PCR negativa para
Leishmania en sangre. Si se retirase la profilaxis, hay recomendaciones de reiniciarla si
el recuento de T CD4+ cae por debajo de las 200 células/ mm?® (Who 2010) (Berenguer,
Cosin et al. 2000, Casado, Lopez-Velez et al. 2001).
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1.8.2 Enfermedades autoinmunes y leishmaniasis

Los linfocitos T en su proceso de maduracion aprenden a no desarrollar respuesta frente
a los componentes del propio organismo. Si este proceso falla se deriva en fendmenos
de autoinmunidad. Las diferentes formas de patologia autoinmunes son un problema de

salud frecuente en buena parte de la poblacion.

Las sucesivas generaciones de farmacos de accién inmunosupresora han ido
desarrollando cada vez mecanismos de citotoxicidad mas especifica, con menos efectos
colaterales para los pacientes (Mariscal, Carnero-Varo et al. 1999). Dentro de la
diversidad de eventos clinicos que obligan a suprimir la reaccién inmune los principales
son el trasplante de Organo, la prevencion de la enfermedad hemolitica por Rh
incompatible con el neonato y las enfermedades autoinmunes (como la psoriasis o el

lupus).

Los mecanismos de accion inmunosupresora de los farmacos existentes en la actualidad

son los siguientes (Denton and Black 1999):

1. Inhibicién de las citoquinas imprescindibles para la activacion de la respuesta
inmune mediante el bloqueo de la produccion y transcripcion génica.

2. Blogueo de la accion de factores promotores de las citoquinas a nivel
citoplasmatico.

3. Interrupcion de la sefial de activacion en la membrana linfocitaria por bloqueo
de receptores y otras moléculas como la CD3.

4. Inhibicion de la accion de citoquinas y factores de crecimiento de células T y B,
asi como de las células no inmunes, mediante el blogueo de la replicacion del
ADN por deplecién de purinas y pirimidinas.

5. Inhibicion de la diferenciacién y proliferacion de los linfocitos T y B.

La introduccidn de estos farmacos inmunosupresores ha cambiado de manera dréstica el
curso de varias enfermedades autoinmunes crénicas. A pesar de su alta efectividad, su
uso esta claramente relacionado con un mayor riesgo de desarrollo de infecciones

causadas por microorganismos (Bongartz, Sutton et al. 2006, Winthrop 2006)

Cuando se evalla a un paciente VIH+ que presenta fiebre y vive en una zona endémica,
se conoce que es importante el diagnéstico temprano de leishmaniasis. Sin embargo,
también se debe sospechar como diagndstico diferencial en pacientes en condiciones de

inmunosupresion no relacionadas con el VIH (Pittalis, Nicastri et al. 2006). Los
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individuos inmunodeprimidos farmacoldgicamente presentan unas manifestaciones
clinicas de la leishmaniasis visceral que normalmente corresponden a las

manifestaciones tipicas de la enfermedad.

Los tratamientos que se utilizan de manera comun para enfermedades autoinmunes
como los esteroides, el metotrexato, o la ciclosporina se asocian con un aumento del
riesgo de desarrollar LV y de la activacion de una infeccion latente (Hadjipetrou,
Anyfantakis et al. 2014). Dicho aumento también se ha reportado entre los pacientes
que reciben farmacos inmunosupresores modernos, como el antagonista del TNF-a
(Zanger, Kotter et al. 2012).

El tratamiento con glucocorticoides afectan a los linfocitos T citotoxicos bloqueando la
expresion de citoquinas, lo que hace que se incremente la susceptibilidad a infecciones,
sobre todo intracelulares como es la infeccion por Leishmania (Paliogianni, Ahuja et al.
1993). Ademaés el uso prolongado de esteroides ha sido asociado con una disminucion
en la produccion de IL-2, IFN- y y TNF-a, citoquinas clave para resolver la

leishmaniasis (Paliogianni, Ahuja et al. 1993).

Mientras que los trabajos iniciales en estos pacientes se basaban en el estudio del riesgo
de desarrollo de tuberculosis, existen evidencias actuales sobre casos de leishmaniasis
en estos pacientes tras varios meses con el tratamiento inmunosupresor (Zanger, Kotter
et al. 2012, Guedes-Barbosa, Pereira da Costa et al. 2013). A pesar de que la LV es la
clinica desarrollada en la mayoria de los pacientes, también se han reportado numerosos
casos de LC y LMC (Garcia-Gonzalez, Guidelli et al. 2012, Gomes, Benevides et al.
2012).

También se han descrito casos de leishmaniasis en pacientes que reciben tratamiento
cronico con esteroides debido a diversas patologias como el asma o la sarcoidosis
(Garcia-Cordoba, Ortuno et al. 2005, Chianura and Cirasino 2006, Pittalis, Nicastri et
al. 2006) vy que reciben otro tipo de medicamentos inmunosupresores, como los
administrados para la enfermedad inflamatoria intestinal (Hagenah, Wundisch et al.
2007).

En la mayoria de los casos reportados de LV en pacientes en tratamiento
inmunosupresor, el farmaco es retirado durante el tratamiento de la leishmaniasis, lo que
permite al paciente desarrollar una buena respuesta frente al parasito (Venizelos,

Tatsiou et al. 2009, Togeer, Rahman et al. 2012, Guedes-Barbosa, Pereira da Costa et al.

31



Introduccién

2013). Sin embargo no hay marcadores ni técnicas que permitan determinar el momento
de reintroduccion del tratamiento inmunosupresor o si es necesario realizar un cribado
previo a la inmunosupresion de la inmunidad frente a Leishmania para la deteccion de

infecciones asintomaticas en estos pacientes.

Las condiciones inmunosupresoras suponen un verdadero reto en las zonas en las que la
leishmaniasis es endémica como se ilustra con el brote de la Comunidad de Madrid. De
los 446 casos que se detectaron de julio de 2009 a diciembre de 2012, el 15,2%
presentaban condiciones de inmunosupresion, la mayoria no relacionadas con el VIH
(Arce, Estirado et al. 2013).

1.8.21 Tratamiento y seguimiento de pacientes inmunodeprimidos
farmacoldgicamente

Este tipo de pacientes tienen una respuesta mas eficaz tras el tratamiento inicial respecto
a la que presentan los pacientes VIH+, ya que generalmente se retira el tratamiento
inmunosupresor durante el tratamiento de la leishmaniasis, y las tasas de recurrencia son
menores que en los pacientes coinfectados con el VIH. A pesar de ello, también estan
predispuestos a recaidas. La profilaxis secundaria no esta recomendada, sin embargo es
necesario monitorizar a estos pacientes a lo largo del tiempo para prevenir posibles
recaidas (Gradoni L 2017.).

1.8.3 Trasplante de drganos y leishmaniasis

El nimero de casos de LV entre los receptores de trasplante de 6rgano solido (TOS) se

han cuadriplicado desde los afios 90 (Antinori, Cascio et al. 2008).

Se ha visto que los pacientes trasplantados pueden desarrollar leishmaniasis por tres
vias (Figura 13), (i) reactivacion de una infeccion latente, (ii) una infeccién derivada del
donante (6rgano o sangre) o (ii) infeccién primaria por picadura del vector. Estos
pacientes pueden desarrollar leishmaniasis en cualquier momento después del
trasplante, sin embargo las infecciones se presentan de manera comin en el primer afio

post-trasplante (Antinori, Cascio et al. 2008).
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Figura 13. Vias de adquisicion de leishmaniasis visceral en pacientes trasplantados de érgano sélido: reactivacion y
nueva infeccién. Adaptado de (Antinori, Cascio et al. 2008).

Durante el estudio llevado a cabo en Fuenlabrada tras el brote de leishmaniasis se
estudié una cohorte de pacientes TOS que residian en el area endémica. De los 68
receptores de TOS que se estudiaron 7 de ellos desarrollaron LV (Carrasco-Anton,
Lopez-Medrano et al. 2017). En este estudio se confirmé que el grado de exposicion a la
infeccidn, expresado como la distancia de la residencia de los pacientes al foco del
brote, es un factor de riesgo clave (Carrasco-Anton, Lopez-Medrano et al. 2017), tal

como se ha descrito en la poblacion general (Ruiz et al., 2014).

El estudio de la inmunidad celular especifica frente a Leishmania demostré la existencia
de una poblacion asintomatica (Carrillo, Carrasco-Anton et al. 2015). Aunque el ratio de
enfermedad clinica/subclinica en estos pacientes es mayor que en inmunocompetentes,
la infeccion por el parasito no siempre conduce a una enfermedad activa(van Griensven,
Carrillo et al. 2014). Todos estos datos resaltan la necesidad de evaluar la exposicion

previa al parasito en pacientes sometidos a inmunosupresion inducida.

1.8.4 Malnutricion y leishmaniasis

Estudios observacionales han sugerido que tanto la malnutricién proteica como la
deficiencia en micronutrientes pueden acelerar la progresion de la infeccion por
Leishmania (Anstead, Chandrasekar et al. 2001, Collin, Davidson et al. 2004) y que a
su vez la propia LV empeora la desnutricion (Luz, Succi et al. 2001, Van Weyenbergh,
Santana et al. 2004).
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Las poblaciones afectadas por LV frecuentemente sufren malnutricion. La experiencia
clinica sugiere que los pacientes con LV se recuperan mas rapidamente si reciben una
suplementacion al tratamiento con nutrientes (Akuffo, Costa et al. 2018). Tanto la OMS
(Who 2010) como en las directrices nacionales de LV de la mayoria de los paises
endémicos recomiendan la administracién de suplementos nutricionales antes del inicio
de la terapia de la LV. Los alimentos terapéuticos listos para usar se encuentran
disponibles en la mayoria de los hospitales de las regiones endémicas de LV como parte
de los programas de control de la tuberculosis y el VIH. Dado que la LV continua
siendo una enfermedad desatendida, en la practica, los pacientes con LV no reciben
ninguna terapia nutricional, a menos que sean menores de cinco afios de edad y estén
incluidos en los programas de UNICEF, coinfectados con el VIH y/o tuberculosis
(Akuffo, Costa et al. 2018).

1.9 Principales retos en el control de la leishmaniasis visceral

Las infecciones asintomaticas por Leishmania suponen uno de los mayores retos frente
al control de la leishmaniasis, ya que se desconoce el papel de estos individuos en la
dinamica de transmision de la enfermedad. Uno de los principales problemas que estos
sujetos presentan es su identificacion, ya que no existe un test de referencia validado.
Por dicho motivo, dentro de las necesidades prioritarias establecidas por la OMS, se
encuentra la basqueda de marcadores de la infeccion asintomatica y asi como aclarar el

papel que estos sujetos asintomaticos juegan en el ciclo de transmision del parasito.

La leishmaniasis visceral presenta una gran importancia entre los pacientes
inmunosuprimidos de zonas endémicas. A pesar de que se ha descrito previamente que
hay pacientes VIH+ que son capaces de mantener la infeccion por Leishmania de
manera asintomatica, poco se conoce sobre si los pacientes que presentan
inmunosupresiones inducidas mediante farmacos también son capaces de permanecer

asintomaticos (Burza, Croft et al. 2018).

Otra de las prioridades establecidas por la OMS en el campo de la leishmaniasis es la
busqueda de marcadores relacionados con la cura en la leishmaniasis visceral,
marcadores relacionados con el desarrollo de recaidas y marcadores del resultado del
tratamiento que puedan ser utilizados como test de cura, validos tanto en pacientes

inmunocompetentes como en inmunosuprimidos.
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El manejo de los pacientes inmunosuprimidos, ya sea por el tratamiento con farmacos
inmunosupresores o por la infeccion por el VIH+, que sufren leishmaniasis visceral
suponen otro de los grandes retos frente a la infeccién por el parasito. En estos
pacientes, debido a la mayor predisposicion que presentan a sufrir recaidas y el mayor
riesgo de fallo del tratamiento, es importante encontrar marcadores que puedan ser

usados para predecir de manera temprana recaidas.

La retirada del tratamiento inmunosupresor durante el tratamiento de la leishmaniasis,
colabora en el desarrollo de una respuesta inmune frente al parasito. Sin embargo, se
carece de un test de apoyo para decidir en qué momento se puede reintroducir el

farmaco inmunosupresor de manera segura para el paciente.

En los pacientes VIH+, ademas, se administra profilaxis secundaria de forma crénica,
encontrandose en debate si es necesaria en la mayoria de los pacientes en TARGA.
Debido a que en la actualidad no hay consenso sobre el parametro méas adecuado para la
retirada o la reintroduccién de la profilaxis secundaria en los pacientes coinfectados
VIH-Leishmania, basandose generalmente estas decisiones en los niveles de linfocitos
TCDA4+, seria de gran utilidad encontrar marcadores que ayuden en la toma de estas

decisiones.

Son todas estas cuestiones las que nos han llevado a plantearnos el desarrollo de esta

tesis doctoral, con los objetivos que se describirAn a continuacion.
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2. Objetivos

El objetivo principal de esta tesis doctoral es aplicar los ensayos de inmunidad celular
para la identificacion de biomarcadores relacionados con la infeccion asintomatica y la

cura en la infeccidn por Leishmania infantum.

Con este fin, se evaluard la utilidad de la técnica de linfoproliferacion celular, tras
estimulacion con el antigeno SLA, y la produccion especifica de citoquinas y granzima
B, tanto en individuos inmunocompetentes como inmunodeprimidos (infectados por el
virus VIH o sometidos a inmunosupresion farmacoldgica) que han estado expuestos a la
infeccion por L. infantum o han sufrido leishmaniasis visceral en Fuenlabrada, area

endémica donde se ha descrito un brote reciente de leishmaniasis.

Este objetivo principal se divide en cinco objetivos especificos:

1. Caracterizar la poblacion asintomatica para Leishmania con técnicas
diagnosticas serologicas, parasitologicas y celulares, y determinar la produccion
especifica de citoquinas, para identificar biomarcadores relacionadas con dicha
condicion.

2. Estudiar la respuesta inmune especifica en pacientes con leishmaniasis visceral
antes y después del tratamiento farmacoldgico frente a Leishmania. Evaluar la
expresion de biomarcadores asociados con la cura terapéutica o el prondstico de
recaida clinica.

3. Establecer pautas de manejo de pacientes coinfectados VIH-Leishmania,
fundamentalmente para decidir sobre la retirada/mantenimiento de la profilaxis
secundaria.

4. Estudiar la utilidad de las técnicas celulares como herramienta de apoyo para la
toma de decisiones sobre la reintroduccion del tratamiento inmunosupresor en
pacientes inmunosuprimidos farmacol6gicamente.

5. Realizar el seguimiento en el tiempo de individuos asintomaticos y pacientes
inmunocompetentes e inmunosuprimidos que viven en zonas endémicas de

leishmaniasis.
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3. Materiales y métodos
3.1 Poblacién de estudio

Los individuos incluidos en este estudio provienen de Fuenlabrada, zona endémica de
leishmaniasis situada en la zona sudoeste de la Comunidad de Madrid (Figura 14), en la
que el brote reportado entre los afios 2009 hasta 2015 ha dado paso a una zona de
elevada transmisién de leishmaniasis, con un gran nimero de personas expuestas y una

alta incidencia de casos de leishmaniasis visceral y cutanea.

Figura 14. Mapa de Fuenlabrada y localizacién del municipio dentro de la Comunidad de Madrid.

Las muestras empleadas en los diferentes estudios provenian del Hospital de
Fuenlabrada y del Banco de Sangre del mismo hospital. Todos los individuos eran

mayores de edad. Se incluyd un total de 196 individuos, con diferentes estados clinicos:

++ Individuo control: individuo que no ha sufrido leishmaniasis, ni visceral ni cutanea,

y que presenta las pruebas serologicas y moleculares frente a Leishmania negativas.

% Paciente activo (LVA): individuo con un episodio de leishmaniasis visceral activa

que, en el momento de la toma de la muestra, presenta las manifestaciones clinicas

de la enfermedad.

K/

AS

% Paciente curado (LVC): individuo que ha sufrido un episodio de la enfermedad

activa y que tras la finalizacion del tratamiento se le considera clinicamente curado.
Dentro de cada uno de los estados clinicos los individuos estudiados presentaban
diferentes estados inmunes incluyéndose inmunocompetentes, inmunosuprimidos

farmacoldgicamente e infectados por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH).
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3.1.1 Caracteristicas de los sujetos controles

Los individuos controles, de todos los grupos, fueron seleccionados al azar.

En este trabajo se han incluido un total de 60 individuos controles inmunocompetentes
(1C), seleccionados entre un total de 600 individuos donantes del Banco de Sangre.
Todos son sujetos sanos sin ningun tipo de patologia asociada. La media de edad del
grupo es de 42 afios (con una desviacion estandar de + 11,6 afios). EI 71% de los
individuos estudiados son hombres (43/60) y el 29% mujeres (17/60). Las
caracteristicas individuales de cada uno de los sujetos se encuentran en la tabla 1a de los
anexos (pagina 149).

Los sujetos controles inmunosuprimidos farmacoldgicamente (ISF) que se han incluido
fueron un total de 55, seleccionados de una cohorte de 562 sujetos que se encontraban
en tratamiento inmunosupresor en el Hospital de Fuenlabrada durante los afios del brote.
Todos ellos se encuentran en tratamiento a causa de una enfermedad autoinmune pero
sin otro tipo de patologia o infeccion secundaria asociada. La media de edad del grupo
es de 48 afios (con una desviacion estandar de £ 12,9 afios). El 49% de los individuos
estudiados son hombres (27/55) y el 51% mujeres (28/55). Las caracteristicas
individuales de cada uno de los sujetos se encuentran en la tabla 2a de los anexos
(pagina 150).

Los sujetos controles infectados por el VIH que se incluyeron fueron un total de 40,
pertenecientes a una cohorte de 101 individuos con VIH que se encontraban en
seguimiento en el Hospital de Fuenlabrada. Todos ellos se encontraban en terapia
antirretroviral, con correcta adherencia, para controlar la infeccién por el VIH pero sin
otro tipo de patologia. La media de edad del grupo es de 44 afios (con una desviacion
estandar de + 9,9 afios). El 70% de los individuos estudiados son hombres (28/40) vy el
30% mujeres (12/40). Las caracteristicas individuales de cada uno de los sujetos se

encuentran en la tabla 3a de los anexos (pagina 151).
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3.1.2 Caracteristicas de los pacientes que desarrollaron leishmaniasis visceral

En este trabajo se han incluido un grupo de pacientes inmunocompetentes con
leishmaniasis visceral activa (n=13) y con leishmaniasis visceral curada (n=14). De los
13 pacientes con leishmaniasis visceral activa pudo obtenerse muestra del momento tras
el tratamiento (pareado) en 11 casos. La media de edad del grupo es de 43 afios (con una
desviacion estandar de + 10 afios). ElI 62% de los individuos estudiados son hombres
(10/16) y el 38% mujeres (6/16). Las caracteristicas individuales de cada uno de los
sujetos se encuentran en la tabla 4a de los anexos (pagina 152).

Se incluyd un grupo de pacientes inmunosuprimidos farmacol6gicamente con
leishmaniasis visceral activa (n=5) y con leishmaniasis visceral curada (n=14). De los 5
pacientes con leishmaniasis visceral activa pudo obtenerse muestra tras el tratamiento
(pareado) para la leishmaniasis. La terapia inmunosupresora se retird mientras se
administro el tratamiento frente a la leishmaniasis, siempre que la enfermedad
autoinmune lo permitiese, tal como aparece detallado en la tabla a5 de los anexos
(pagina). La media de edad del grupo es de 60 afios (con una desviacion estandar de +
14 afos). El 57% de los individuos estudiados son hombres (8/14) y el 43% mujeres
(6/14). Las caracteristicas individuales de cada uno de los sujetos se encuentran en la

tabla 5a de los anexos (pagina 153).

El otro grupo incluido en este estudio fue un grupo de pacientes infectados por el VIH
con leishmaniasis visceral activa (n=5) y con leishmaniasis visceral curada (n=10). En
el caso de estos pacientes, las muestras de momento activo (n=5) corresponden solo a
dos pacientes: 1 paciente con leishmaniasis visceral activa y 1 paciente con varias
recaidas clinicas (4 muestras del mismo paciente), de ambos se obtuvo también muestra
tras la cura clinica (pareado). La media de edad del grupo es de 43 afios (con una
desviacion estandar de £ 10.38 afos). EI 80% de los individuos estudiados son hombres
(8/10) y el 20% mujeres (2/10). Las caracteristicas individuales de cada uno de los

sujetos se encuentran en la tabla 6a de los anexos (pagina 154).

W Leishmaniasis visceral Leishmaniasis visceral Leishmaniasis visceral Total leishmaniasis

Estatus activa curada (pareado) curada (no pareado) visceral curado
IC-Leishmania 13 11 3 14
ISF-Leishmania 5 5 9 14
VIH-Leishmania 1+ 1 recaida (4 muestras) 2 8 10

Tabla 1. Resumen del ndmero de pacientes inmunocompetentes (IC) con leishmaniasis, inmunosuprimidos
farmacoldgicamente (ISF) con leishmaniasis e infectados por el VIH (VIH) con leishmaniasis.
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3.1.3 Consideraciones éticas y financiacion

Todos los procedimientos fueron aprobados por el Comité de Etica e Investigacion del
Hospital de Fuenlabrada (APR 12-65 y APR14-64) y todos los individuos dieron su
consentimiento por escrito para participar en este estudio. La toma de muestras de
sangre se llevd a cabo entre los afios 2013-2017, en el Hospital de Fuenlabrada y en el
Banco de Sangre de dicho hospital, enviandose al Centro Nacional de Microbiologia
(CNM-ISCIII) para su procesamiento.

La toma y procesamiento de muestras provenientes del Hospital de Fuenlabrada y del
Banco de Sangre, se realiz6 dentro del marco del proyecto financiado por el Instituto de
Salud Carlos 111, via la Red de Investigacion en Enfermedades Tropicales (RICET
RD12/0018/ 0003 y RD12/0018/0008) y a traves del proyecto ISCII-AES “Impacto del
brote de leishmaniasis en el sudeste de Madrid sobre la poblacion inmunosuprimida”
(P113/00440). El estudio de cribado de la infeccion asintomatica en las muestras
provenientes del Banco de Sangre del Hospital de Fuenlabrada se llevo a cabo dentro
del proyecto "Characterization of the concept ‘asymptomatic carrier’ in leishmaniasis:
Implications for treatment” financiado por Drugs for Neglected Diseases initiative
(DNDi)/ Fundacion CSAI y que se desarrollo del afio 2015 al 2017.

3.2 Métodos de laboratorio

3.2.1 Obtencién de muestras

De cada paciente se obtuvo una o varias muestras de sangre completa. Las muestras
fueron recogidas en tubos de Heparina-Litio en el Hospital de Fuenlabrada y enviadas a
la unidad de Leishmaniasis y enfermedad de Chagas del Centro Nacional de

Microbiologia para su procesamiento.

De los 10 ml de sangre recibidos, 8 ml se destinaron para el ensayo de proliferacion
celular (apartado 3.2.3). 0,200 ml de sangre completa fueron utilizados para la tincion
de subpoblaciones linfocitarias (apartado 3.2.4). Se aisl6 1 ml de suero, por
centrifugacion desde los 10 ml de sangre, para la realizacién de las pruebas serologicas
(apartado 3.2.5). Se utilizaron 0,200 ml de sangre completa para aislar el ADN
(apartado 3.2.6.1) con el que se realizaron las pruebas moleculares (apartados 3.2.6.2 y
3.2.6.3).
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3.2.2 Preparacion del antigeno soluble de Leishmania (SLA)

Para la preparacion del antigeno SLA se parti6 de un cultivo de promastigotes de
Leishmania infantum (cepa JPC, MCAN/ES/98/LLM-722) crecidos en medio Novy-
MacNeal-Nicolle (NNN) suplementado con RPMI 1640 (Lonza, Suecia) (enriquecido
con suero bobino fetal inactivado al 10% (Sigma, EE.UU.) y con 100 U/ml de penicilina

estreptomicina (Lonza, Suecia).

Cuando el cultivo se encontraba en fase estacionaria, se centrifugd a 1000 g durante 15
minutos a 4°C. Se descart6 el sobrenadante y se resuspendi6 el sedimento en tampon
fosfato salino (PBS) 1X estéril (Gibco, EE.UU.). Se realizé un nuevo lavado, tras el
cual el sedimento se resuspendié en tampdn de lisis (50 mM Tris/5 mM EDTA/HCI, pH
7). A continuacion los parasitos fueron sometidos a tres ciclos de congelacion y

descongelacion seguidos de tres sonicaciones de pulsos de 20 segundos a 40 W.

El lisado de los parasitos se centrifugd a 27000 g durante 20 minutos a 4°C. El
sobrenadante que se obtuvo se recogid y se centrifugo a 100000 g durante 4 horas a 4°C.
El sobrenadante se alicuotd y se congelaron las alicuotas a -80°C hasta su uso. Para
conocer la concentracion a la que se encontraba el antigeno, se realizé la cuantificacion
de proteinas usando el kit de Pierce BCA Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific,
EE.UU.).

3.2.3 Ensayo de proliferacion celular

3.2.3.1 Aislamiento de células mononucleares de sangre periférica

A partir de las muestras de sangre completa recogidas en tubos de Heparina-Litio, se

aislaron las células mononucleares de sangre periférica (PBMCs).

El aislamiento de PBMCs se realizd mediante un gradiente de densidad en Ficoll-
Hypaque (Lymphocytes Isolation Solution; Rafer, Reino Unido) en condiciones de
esterilidad. Utilizando una pipeta de plastico desechable de 10 ml, se afiadieron 8 ml de
sangre sobre 8 ml de PBS 1X estéril. Con ayuda de una pipeta Pasteur muy lentamente
se transfiri6 todo el volumen a un tubo que contenia 7 ml de Ficoll-Hypaque. Se
centrifugaron las muestras a 800 g durante 30 minutos a 20°C, con una velocidad baja
de aceleracion y deceleracion de la centrifuga. Tras la centrifugacidn se recoge la fase

intermedia de las PBMCs con ayuda de la pipeta Pasteur. Posteriormente se lavaron las
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células utilizando PBS 1X estéril mediante una centrifugacion de 800 g durante 10
minutos a 10°C.

Con el fin de eliminar los eritrocitos, el sedimento celular se resuspendié en 1 ml de
ACK 1X (NH4CI 155 mM, KHCO3; 100 mM, EDTA 0.1 mM, pH 7.2) estéril a 4°C,
dejandolo actuar durante 5 minutos. Para frenar la lisis, tras este tiempo se afiadié PBS
1X estéril hasta un volumen 20 ml y se centrifugé a 800 g durante 10 minutos a 10°C.
Se decant6 el sobrenadante y se resuspendio el sedimento en 1 ml de RPMI 1640 estéril.

8 ml sangre 7 ml Ficoll-
+8 PBS 1X Hypaque

30 min 800g Fase intermedia
20%C de aislamiento
de PBMCs

Figura 15. Esquema de aislamiento de células mononucleares de sangre periférica (PBMCs) desde una muestra de
sangre completa en Heparina-Litio.

Se utilizaron 50 pl de la suspension de las PBMCs para llevar acabo el contaje celular
utilizando un contador de células automatico, ajustando posteriormente la concentracion
a 2x10° PBMCs/ml.

3.2.3.2 Estimulacion de células mononucleares de sangre periférica

Para determinar la proliferacion celular se utilizé el kit de Ensayo de Proliferacion
Celular BrdU (GE Healthcare Life Sciences, Reino Unido); se trata de un
inmunoensayo colorimétrico basado en la medida de la incorporacion de BrdU durante
la sintesis de ADN.

Este ensayo se llevo a cabo en placas estériles de 96 pocillos (Life Science, EE.UU.).
Las condiciones de estudio en las que se cultivaron las células fueron las siguientes: a)
medio RPMI 1640 como control negativo de la proliferacion; b) SLA a una
concentracion final de 10pg/ml como estimulo especifico frente a Leishmania; c) el
mitogeno fitohemaglutinina tipo M (PHA) a una concentracion final de 5 pg/ml como
control positivo de la proliferacion. Para cada condicién las células se cultivaron por
triplicado partiendo de una concentracion inicial de 2x10° PBMCs por pocillo y

manteniéndose a 37°C con un 5% de CO, durante seis dias.
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El quinto dia de cultivo de las células se adicionaron 25ul por pocillo de una solucion
10 uM de 5-bromo-2°desoxiuridina (BrdU) y se mantuvieron las placas otras 24 horas

en incubacién.

El sexto dia de cultivo se centrifugaron las placas a 800 g durante 10 minutos a 10°C. Se
recogieron 100 pl de sobrenadante de cada uno de los pocillos, almacenandose un
volumen final de 300 pl por cada una de las condiciones estudiadas y manteniéndose a
-20°C para el posterior estudio de determinacion de las citoquinas secretadas (descrito

en el apartado 3.2.3.3).

Para el revelado de las placas es necesario secarlas previamente. Posteriormente es
necesario un proceso de fijacion al fondo del pocillo, para ello se afiadieron 200 ul por
pocillo de la solucion fijadora suministrada por el kit y se incubaron durante 30 minutos
a temperatura ambiente. Tras la incubacion, se retird la solucién fijadora y se afiadio
200 pl de solucion bloqueante por pocillo incubandose durante 30 minutos a
temperatura ambiente. Pasado este tiempo se retird la solucion blogueante y se
afiadieron 100 ul por pocillo del anticuerpo peroxidasa anti-BrdU. Se incubd durante 2

horas a temperatura ambiente.

Las placas se lavaron tres veces con el tampén de lavado suministrado por el kit. Para
llevar a cabo la reaccion colorimétrica se adicionaron 100 pl por pocillo de 3.3'5.5"-
tetrametilbencidina (TMB), apareciendo un color azul en los pocillos en los que la
reaccion es positiva, incubandose las placas durante 10 minutos. Para frenar la reaccion,
se adicionaron 25 pl por pocillo de H,SO,4 dando lugar a un color amarillo en los
pocillos y las placas se leyeron en un espectrofotometro a una longitud de onda de
450/620 nanometros.

El indice de estimulacién (I1S) correspondiente a la proliferacion celular, se calculd
como el cociente entre la absorbancia media de los triplicados de las células incubadas
con SLA entre la absorbancia media de los triplicados de las células cultivadas con
RPMI 1640. El punto de corte se calculd tal como se describe en el apartado 3.2.8 y se

encuentran resumidos en las tablas 7a-12a de los anexos.

Para conocer la viabilidad de las células se midié la proliferacién frente a la PHA,
calculandose como el cociente entre la absorbancia media de los triplicados de las
células incubadas con PHA entre la absorbancia media de los triplicados de las células
cultivadas con RPMI 1640.
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3.2.3.3 Andlisis de citoquinas y granzima B en sobrenadantes procedentes de

cultivo celular

Se evalud la secrecion de distintas citoquinas y de granzima B en los sobrenadantes de
cultivo celular tras la estimulacion. Para ello se utilizé el kit BD Cytometric Bead Array
Human Flex set (Beckton & Dickinson, EE.UU.), siguiendo las instrucciones del
fabricante.

Este sistema utiliza poblaciones de microesferas que se encuentran recubiertas de
anticuerpos de captura especificos para cada uno de los analitos. Cada poblacion queda
dispuesta en una matriz con diferentes posiciones alfanuméricas cada una de las cuales
corresponden a uno de los analitos (Figura 16), esto permite la determinacién de

diferentes analitos al mismo tiempo en la misma muestra.
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Figura 16. Matriz de posiciones de las distintas microesferas y tabla con las posiciones correspondientes a las
citoquinas y granzima B estudiadas.

En este trabajo, se midié la secrecion de TNF-a, IFN-y, Granzima B, 1L-10 e IL-17. A
partir de la mezcla de los estandares liofilizados reconstituidos (suministrados por el

Kit), se realizaron 8 diluciones ¥z seriadas dando lugar a la curva patron del ensayo.

La concentracion maxima de la curva estandar corresponde a 2.500 pg/ml para TNF-a,
IFN-y, IL-17, 1L-10 y a 10.000 pg/ml para granzima B, llegando las diluciones seriadas
hasta una concentracion minima de 10 pg/ml y de 40 pg/ml respectivamente tal como se

muestra en la tabla 2.

Dilucién Estandar 1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128 1:256 - Dilucién
pg/ml 2500 1250 625 312,5 156 80 40 20 10 0 TNF-a, IFN-y, IL-17, IL-10
pg/ml 10000 5000 2500 1250 625 312,5 156 80 40 0 Granzima B

Tabla 2. Diluciones de la curva estandar de los analitos estudiados expresada en pg/ml.
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Todas las determinaciones se realizaron sobre 50 ul de cada muestra. Se afadieron 50
pl de la mezcla de las microesferas a cada una de las muestras, incluyendo a la curva

patrén, y se incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente.

Posteriormente se afiadié la mezcla del reactivo de deteccion que se encuentra
conjugado con ficoeritrina (PE) y se incub6 durante 2 horas a temperatura ambiente y en
oscuridad. Pasado este tiempo, se afiadié 1 ml de solucion de lavado (suministrada en el
kit) y se centrifugaron las muestras a 200 g durante 5 minutos. Se descartd el
sobrenadante y el sustrato se resuspendié en 300 pl de solucién de lavado. La
adquisicion de datos se realiz6 mediante citometria de flujo (FACS Calibur, Beckton &
Dickinson, EE.UU.).

‘ 7" x‘ ..A. ﬁ )
O
J
7‘— :
1hTa 2hTa }< Centrifugar @
@ + 200 g 5min

+
. XY
@ ® @ - » )
5oul Incubacién de la muestra Incubacién con PE-Ab Anélisis por citometria
sobrenadante con las microesferas de flujo

Figura 17. Esquema de la determinacion de analitos. Primero se incuba la muestra con la microesfera de captura.
Tras una hora se vuelven a incubar con el anticuerpo de deteccion conjugado en ficoeritrina formandose un complejo
tipo sandwich. Finalmente las muestras se analizan mediante citometria de flujo. Ta: temperatura ambiente

El analisis de los resultados se realizd mediante el software FCAP Array version 3.0
(Beckton & Dickinson, EE.UU.). Los resultados se obtuvieron como valores de
intensidad de fluorescencia media (MFI). Al tener la curva patron de cada analito una
concentracion conocida permite asociar cada concentracion a una MFI especifica y
crear una curva patrén de cada uno de los analitos. La extrapolacion de los valores de
MFI de cada una de las muestras problema sobre las curvas patron permitié determinar

la concentracion de cada una de ellas.

Debido a que se quiere determinar la produccion especifica de cada citoquina frente al
parasito, para cada individuo estudiado se restd la concentracion de cada analito
presente en los sobrenadantes sin estimular (control) de la concentracidn presente en los
sobrenadantes estimulados con SLA. Los puntos de corte para la cada una de las
citoquinas y para la granzima B se calcularon como se describe en el apartado 3.2.8 y se

encuentran resumidos en las tablas 7a-12a de los anexos.
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— B8 - Human IFN-y 7 0 B

R3=99.86% A: 1.2238: 1864 C: 1 21,386 E: 0.593

Figura 18. Ejemplo de la curva patron de la intensidad de fluorescencia media (MFI) de las curvas estandar de las
citoquinas IFN-y y IL-10.

3.2.4 Tincién de subpoblaciones linfocitarias de sangre periférica

Para conocer el porcentaje relativo de las poblaciones celulares en la sangre completa de
los individuos estudiados, se tifieron las muestras utilizando los reactivos comerciales
TriTest de BD (Beckton & Dickinson, EE.UU.). Esta tincidbn con anticuerpos
monoclonales permite la determinacion de la poblacion de linfocitos T CD4+, linfocitos
T CD8+, linfocitos CD3+, células B, células NK y células NKT.

En la siguiente tabla se recogen la mezcla de anticuerpos conjugados comerciales

utilizados para cada tipo celular.

Fluorocromo .
Tipo celular FitC PE PerCP

Células T CD4 CD8 CD3

Células B CD3 CD19  CD45

Células NKy NK-T CcD3 CD56 CD45

Tabla 3. Panel de anticuerpos TriTest empleados para la identificacion de las distintas poblaciones celulares
estudiadas.

CD3 es un marcador de superficie presente en todos los linfocitos T. CD4 y CD8 son
marcadores especificos de linfocitos T colaboradores (CD4+) y T citotdxicos (CD8+)
respectivamente. CD45 es una glicoproteina expresada en la superficie de células B y
natural Killer (NK). CD19 es un marcador de desarrollo de los linfocitos B y CD56 es

un marcador de las células NK y NK-T.

De cada una de las muestras de sangre se tomaron 200 pl para realizar la tincion. Los
200 pl se dividieron en cuatro alicuotas de 50 pl de sangre cada una. Se realizaron tres

tinciones diferentes: una tincion con anticuerpos especificos para células T, una tincion
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con anticuerpos especificos para células B y una tincion con anticuerpos especificos
para células NK y NK-T. La cuarta alicuota correspondia al control negativo.

En primer lugar se afiadié 1 ml de PBS-BSA (1% azida de sodio, 2% BSA) a cada uno
de los tubos con los 50 ul de sangre y se centrifugd durante 6 minutos a 1200 g. Se
descartdé el sobrenadante y sobre el sedimento obtenido se afiadieron 10 pl del
anticuerpo, dejandolo en incubacion durante 30 minutos en hielo y oscuridad. La

muestra control se mantuvo en las mismas condiciones.

Transcurrida la media hora de incubacion, se lavo la muestra utilizando 1 ml de PBS-
BSA y se centrifugd 6 minutos a 1200 g. Después, para lisar los eritrocitos y asi evitar
que interfieran en el analisis por citometria, se afiadid 1 ml de FACS Lysing Solution
BD (Beckton & Dickinson, EE.UU.) diluido 1/10 en agua destilada y se incubo en
oscuridad durante 20 minutos a temperatura ambiente. Las muestras se centrifugaron
como anteriormente y se lavaron con 1 ml de PBS-BSA, centrifugandolas nuevamente.
El sedimento obtenido se fijé con 200 ul de PBS- formaldehido 1% y las muestras se

mantuvieron a 4°C hasta su adquisicion por citometria de flujo.

3.2.4.1 Andlisis por citometria de flujo para la determinacion de las poblaciones

celulares

El analisis del marcaje de las muestras se realiz6 mediante citometria de flujo,
utilizando un citometro FACS Calibur (Beckton & Dickinson, EE.UU.). La primera
clasificacion que se hizo fue atendiendo a dos parametros: complejidad (SSC) y tamafio
(FSC). Esta separacion nos permite diferenciar y seleccionar una region correspondiente
a los linfocitos, nuestra poblacion de estudio (Figura 19A). En esta region se
adquirieron un total de 10000 eventos por muestra, guardandose todos los datos para el
andlisis posterior. Una vez seleccionada la poblacion, se midié la sefial de fluorescencia

emitida por las células.

Los porcentajes relativos de cada uno de los tipos celulares en la poblacién de linfocitos
se calcularon utilizando el programa informatico FlowJo (versién 7.6.5). La primera
clasificacidn se hizo atendiendo a la complejidad (SSC) y al tamafio (FSC) con el fin de

seleccionar la region correspondiente a los linfocitos (Figura 19A).
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Figura 19. Obtencion de los porcentajes relativos de las distintas subpoblaciones linfocitarias mediante el programa
FlowdJo (versién 7.6.5) de los marcajes de la sangre completa de los individuos estudiados.

Determinacion de las distintas poblaciones de linfocitos T.

Sobre la region de linfocitos se seleccionaron las células marcadas en CD3-PerCP, que
son las correspondientes a los linfocitos T CD3+ (Figura 19B), obteniéndose el

porcentaje relativo a esta poblacién celular.

Mediante una representacion en formato dot plot, se seleccionaron las marcadas en
CD8-PE y CD4-FitC, que son las células correspondientes a los linfocitos T CD8+
(cuartil Q1 de la figura 19C) y los correspondientes a los linfocitos T CD4+ (cuartil Q3
de la figura 19C). Mediante este andlisis se obtuvieron los porcentajes relativos de
linfocitos T CD8+ y T CD4+.

Determinacion de las células B.

Sobre la region de los linfocitos se seleccionan las células marcadas en CD45-PerCP
(figura 19D). En esta region, se seleccionaron las marcadas en CD19-PE y CD3-FitC

(cuartil Q1 de la figura 19E) y obteniéndose su porcentaje relativo de las células B.
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Determinacion de la poblacion NK v la subpoblacién NK-T.

Primero se selecciond la region de los linfocitos y sobre esta se seleccionan las células
marcadas en CD45-PerCP (figura 19F). En esta region, se seleccionaron las marcadas
en CD56-PE y CD3-FitC, que son las correspondientes a las células NK (cuartil Q1 de
la figura 19G) y las células NK-T (cuartil Q2 de la figura 19G). Mediante este analisis
se obtuvieron los porcentajes relativos a las células NK y a las células NK-T.

Con este procedimiento se logrd conocer el recuento relativo de células para cada uno
de las subpoblaciones, es decir, se obtuvo el porcentaje relativo de: linfocitos T CD4+,
linfocitos T CD8+, linfocitos T CD3+, células B, células NK y células NK-T. El
nimero absoluto de linfocitos circulantes se obtuvo al multiplicar los porcentajes
relativos obtenidos por citometria de flujo por el numero de linfocitos totales que se
obtuvieron al realizar el hemograma de la muestra de sangre (en este caso fue informado

por el Hospital de Fuenlabrada).

El nimero absoluto representa el nimero de cada tipo celular por mm® de sangre
periférica y fue el que se utilizd para la representacion grafica de los resultados. Se
establecieron los rangos de normalidad (maximo y minimo) de las poblaciones celulares

conforme a lo previamente establecido.

3.2.5 Pruebas seroldgicas

3.2.5.1 Obtencién de plasmas

De todas las muestras de sangre en Heparina-Litio, se obtuvo el plasma. Para ello se
centrifugaron las muestras a 800 g durante 10 minutos y se recolectd 1 ml plasma en
condiciones de esterilidad. Las muestras se congelaron a -20°C para la posterior

realizacion de los distintos ensayos seroldgicos (ELISA, IFI y rk39).

3.2.5.2 Inmunoensayo indirecto (ELISA) para la determinacion de anticuerpos IgG

especificos frente al SLA

La determinacion de la presencia de anticuerpos IgG frente al antigeno SLA se llevo a
cabo mediante la técnica ELISA. Los diferentes ELISAs se realizaron en placas de 96

pocillos de microtitulacion Maxisorp (Nunc, Roskilde, Dinamarca).
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Las placas se sensibilizaron con el antigeno SLA en tampon carbonato (Na,CO3; 1 mM,
NaHCO3; 28 mM, pH 9) durante toda la noche a 4°C. Posteriormente, se lavaron las
placas tres veces con una solucion de lavado compuesta de PBS 1X con Tween 20 al
0,05%. Tras este proceso, las placas se incubaron durante una hora a temperatura
ambiente con 200 ul por pocillo de la solucién de bloqueo compuesta por BSA al 1% en
PBS 1X.

Se volvieron a lavar las placas tal como se describi6é anteriormente y se afiadieron 100
pl por pocillo del plasma diluido 1/100 en la solucion de lavado dejandolo en
incubacion durante 1 hora. Todas las determinaciones se realizaron por duplicado. Se
volvieron a lavar las placas tres veces utilizando la misma solucién de lavado y se
afadieron 100 pl por pocillo del anticuerpo secundario conjugado con peroxidasa
(HRP-raton anti 1g-G-humana) diluido 1/1000 en la solucion de lavado. Tras 30 minutos

de incubacion a 37°C, se volvieron a lavar las placas tres veces.

A continuacion, se afiadieron 100 ul por pocillo de la solucion comercial de sustrato o-
fenilendiamina (OPD) (Sigma, EE.UU.) y se incubd en oscuridad y agitacion durante 15
minutos a temperatura ambiente. Pasado ese tiempo, se afiadieron 50 ul por pocillo de la
solucion de frenado (HCIy). Las placas se leyeron en un espectrofotdmetro a una
longitud de onda de 490/620 nandmetros. Los resultados se expresaron como densidad

Optica.

Se calculo el punto de corte para el ELISA, tal como se describe en el apartado 3.2.8 de
estos materiales y métodos. Basado en estos resultados, se establecidé que la prueba es
positiva si el valor de densidad 6ptica es mayor de 0.126 en inmunocompetentes, 0.124
en ISF y 0.136 en VIH+.

3.2.5.3 Inmunofluorescencia indirecta (IFI)

Como técnica seroldgica gold standard de referencia, se llevé a cabo Ia
inmunofluorescencia indirecta (IFI). Primero, se fijaron promastigotes completos de
Leishmania (cepa MHOM/FR/78/LEM 75) en fase estacionaria sobre portaobjetos
negros sobre los que se va a realizar la técnica. Estos portaobjetos se mantuvieron a -
20°C hasta la realizacion de la técnica. Se hicieron diluciones de los sueros en PBS 1X
(diluciones 1/40, 1/80, 1/160, 1/320 y 1/1280).
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Antes de utilizarlos los portaobjetos, se fijaron los promastigotes con acetona (-20°C)
durante 5 minutos. Después de dos lavados en agua destilada se dejaron secar. Se
afiadieron 10 ul de cada dilucion de los sueros a cada uno de los pocillos y se incubaron

durante 30 minutos a 37°C en una cdmara himeda.

Tras la incubacion se hicieron dos lavados en PBS 1X de 10 minutos de duracion cada
uno y un lavado con agua destilada, dejando que los portaobjetos se secaran. Se
afiadieron 10 pl del conjugado (anticuerpo secundario de cabra anti-lgG-humana)
(BioMeérieux, Francia) marcado en FitC diluido en 0.01% de Azul de Evans y se

incubaron durante 30 minutos en oscuridad a 37°C en una camara hiimeda.

Se hicieron tres lavados con PBS 1X de 10 minutos cada uno, en oscuridad y agitacion,
tras lo cual se hizo un lavado con agua destilada y los portaobjetos se dejaron secar en

oscuridad.

Los portaobjetos se montaron con glicerol-PBS pH 9.2 (9:1) y un cubreobjetos. Por
altimo, los portaobjetos se leyeron en un microscopio de fluorescencia utilizando el
objetivo de 40X. Los resultados se expresaron como IFI negativo (cuando la titulacion
se encontraba en la dilucion 1/40) o positivo (cuando la titulacion se encontraba por

encima de la dilucion 1/80).

3.2.5.4 Test rapido de deteccion de Leishmania (rk39-1CT)

El test rapido de deteccion de Leishmania es un test inmunocromatografico comercial
(Kalazar Detect Rapid Test, Inbios International Inc., EE.UU.) para la deteccion

cualitativa de anticuerpos frete a Leishmania en suero o sangre completa.

La tira diagnostica tiene una banda control inespecifica y otra banda que reconoce de

manera especifica los anticuerpos frente a Leishmania presentes en la muestra.

Se afiadieron 25 pl del suero sobre la tira y se introdujo en un tubo eppendorf que tenia
aproximadamente 150 pl de la solucién tampon incluida en el kit. Transcurridos 10

minutos se leyo el resultado.

El resultado es positivo si aparecen dos bandas, negativo si solo aparece la banda mas
alejada del punto de adicién de la muestra (banda control) e invalido en el caso de no
aparecer ninguna banda o si solo aparece la banda méas cercana al punto de adicion de la

muestra (banda especifica).
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Figura 20. Metodologia y posibles resultados del test inmunocromatografico comercial rk39-1CT

3.2.6 Pruebas parasitoldgicas

3.2.6.1 Extraccion de ADN de las muestras de sangre completa

El ADN de las muestras fue aislado utilizando el método de fenol-cloroformo y
precipitado con etanol (Cunha, Carrillo et al. 2013). Para la extraccién de ADN se partid
de 200 pl de sangre completa a los que se les afiadio 400 pl de NET10 (10mM NacCl,
10mM EDTA, 10mM Tris HCI), 40 ul de SDS al 10% y 2 pl de proteinasa K (Sigma,

EE.UU.). Las muestras se dejaron incubando en agitacion toda la noche a 56°C.

Al dia siguiente se afiadi6 500 ul de fenol-cloroformo por muestra y se centrifugd a
2600 g durante 6 minutos. La fase superior (fase acuosa) se recuperd sobre un nuevo
tubo eppendorf que contenia 500 pl de cloroformo isoamilico y se volvio a centrifugar a
2600 g durante 6 minutos. En un tubo nuevo se recuper6 la fase superior (sin tocar la
interfase) sobre 700 ul de etanol absoluto + 30 pl de acetato 3M. Se mezclé por
inversion 10 veces y se mantuvo durante 20 minutos a -80°C, tras lo cuales se volvio a

centrifugar a 2600 g durante 6 minutos.

El pellet se resuspendié en 1 ml de etanol al 70% y se centrifugé de nuevo a 2600 g
durante 6 minutos. Se decanté el sobrenadante y se dejaron secando los tubos al aire
durante 24 horas. EI ADN total se resuspendioé en 100 pl de agua destilada estéril y se
cuantificd su concentracién en un espectrofotometro NanoDrop ND-1000 (Technology,
EE.UU.).

58



Materiales y Métodos

3.2.6.2 PCR anidada

Partiendo del ADN extraido se realizé la PCR anidada (Ln-PCR). Esta PCR se basa en
dos reacciones de PCR consecutivas utilizando dos pares de oligonucledtidos que
amplifican el ADN de la subunidad ribosomal pequefia (SSUrRNA) de Leishmania
(Cruz, Canavate et al. 2002).

En la primera reaccion de PCR se utilizaron los oligonucle6tidos R221 (1 pl) y R332 (1
pl) més la mix de la reaccion (30,6 pl agua destilada estéril + 5 pl de tamp6n 10x + 1 pul
de dNTP+ 1,4 ul Tth ADN polimerasa) incluido en el kit (Biotools Biotechnological,
EE.UU.). El programa de amplificacion se realiz6 en el termociclador GenAmp PCR
System 2700 (Applied Biosystems, EE.UU.) con una temperatura de anillamiento de
60°C y 30 ciclos de amplificacion.

Oligonucledtido Secuencia (5°-3") Sentido
R221 GGTTCCTTTCCTGATTTACG Directo
R332 GGCCGGTAAAGGCCGAATAG  Reverso
R223 TCCCATCGCAACCTCGGTT Directo
R334 AAAGCGGGCGCGGTGCTG Reverso

Tabla 4. Secuencia de los distintos oligonucleétidos empleados en las dos reacciones de la Ln-
PCR.

El producto amplificado de la primera reaccién se diluyo 1/40 en agua destilada,
utilizdndose 10 ul de esta dilucion para llevar a cabo la segunda reaccion de PCR
utilizando los oligonucleotidos R223 (0,5 pl) y R334 (0,25 pl) mas la mix de la reaccion
(10,55 pl agua destilada estéril + 2,5 pl de tampdn 10x + 0,5 pl de dNTP+ 0,7 pl Tth
ADN polimerasa) incluido en el kit. La amplificacion se llevo a cabo a una temperatura

de anillamiento de 65°C y 30 ciclos de amplificacion.

El producto de amplificacion de la segunda PCR se visualizo en geles de agarosa al
1,5% en tampon TAE (Tris-acetato 0.04mM, EDTA 1uM, pH 8) tefiido con GelRed
(Biotium, EE.UU.) al 0.02% utilizando un transiluminador MiniBis-pro (DNR, Bio-
imagin systems). Se observo una banda de amplificado de 358 pares de bases en el caso

de las reacciones positivas.

3.2.6.3 PCR cuantitativa

Con el fin de conocer la carga parasitaria de las muestras de sangre que resultaron

positivas en la Ln-PCR, se realiz6 una PCR cuantitativa (QPCR) empleando Kit
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comercial “ LightCycler FastStart DNA Master SYBR Green I” (Roche Diagnostics,
Espafia) siguiendo las instrucciones del fabricante. Todas las reacciones se realizaron
con 4 ul de ADN. Los oligonucledtidos empleados en esta gPCR fueron R223 (1,6 ul) y
R334 (0,80 pl) que se afadieron a la mix de la reaccion (10,40 pl agua + 2 pl SYBR
Green + 1,2 pl MgCly).

La qPCR se realizd en el termociclador LightCycler 2.0 de alta velocidad (Roche
Diagnostics, Espafia) con un total de 40 ciclos correspondientes a la desnaturalizacién,
el anillamiento y la extension. Es en la extension en punto en el que se mide la emision
de fluorescencia obteniéndose los valores del umbral de ciclo (CT, Cycle Threshold)
(Figura) especificos para cada muestra y la temperatura de amplificacion. Mediante el
andlisis de la temperatura de melting (Tm), se establecio que la Tm especifica a la que
amplifica el ADN de Leishmania es 88°C.

Fluorescence (530)
L=} =l ra oy = o o

12345676 9101112131415 1617 16 19 20 21 22 23 24 25 25 27 26 29 30 31 32 33 34 35 36 37 36 39 40
Cycles

Figura 21. Valores de los ciclos de amplificacidn especificos para cada muestra.

La concentracion de parasitos/ul de cada muestra se obtuvo mediante extrapolacién de
su valor de ciclo CT en una curva estandar. Esta curva estandar se realizé a partir del
ADN de L. infantum (cepa JPC, MCAN/ES/98/LLM-722) a una concentracion
correspondiente a 10° parasitos/ul, que se diluyd de manera seriada 1/10 en agua
destilada hasta llegar a una concentracion de 1072 parasitos/ul (Cunha, Carrillo et al.
2013).

Para analizar los resultados, a partir de la concentracion de parésitos/ul obtenida, se
calcularon los parasitos que habia por pg de ADN en cada muestra, tal y como describe
Cunha y colaboradores (Cunha, Carrillo et al. 2013). Para ello, se divide la
concentracion de parasitos obtenida tras la extrapolacién en la curva, entre la
concentracion de ADN de la muestra, obteniéndose la cuantificacién final de la carga

parasitaria expresada en parasitos por pug de ADN.
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3.2.7 Determinacion de la carga viral en los pacientes con VIH

La determinacion de la carga viral de los pacientes infectados por el VIH se realizé de
manera rutinaria en el Hospital de Fuenlabrada. Para ello se utilizé la PCR comercial de
Roche “Combas AmpliPrep Tagman HIV-1 v2.0” que presenta un limite de deteccion

de < 20 copias del virus/ml.

Se trata de una prueba de diagnostico in vitro basada en la amplificacién de &cidos
nucleicos totales para la deteccion cuantitativa de ADN y ARN (o &cido nucleico total,
ANT) del VIH-1 en muestras de plasma. La cuantificacion del ARN del VIH-1 es un
reflejo de la replicacién viral activa (Gonzalez-Alba, Rodriguez-Dominguez et al.
2011).

3.2.8 Andlisis estadistico

Los resultados fueron analizados y representados mediante el software GraphPad Prism
6 (GraphPad Software, EE.UU.). Se realiz6 un test de Shapiro-Wilk para conocer si los
datos presentaban una distribucion normal. Como no seguian dicha distribucion, la

comparacion entre grupos se realizé utilizando la prueba U de Mann-Whitney.

En todos los test estadisticos empleados las diferencias significativas se fijaron con p<
0,05. Para el andlisis estadistico entre el momento activo y curado del mismo paciente

(muestras pareadas) se realizo el test de Wilcoxon.

El punto de corte para la linfoproliferacion positiva frente al antigeno SLA, para la
evaluacion de las citoquinas y para el ELISA, fue calculado empleando el area bajo la
curva (AUC) vy el intervalo de confianza (IC) 95% para cada uno de ellos (tablas

anexos).
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4, Resultados

4.1 Estudio y caracterizacion de individuos con infeccion asintomética por
Leishmania que no han sufrido un episodio previo de la enfermedad

Es ampliamente conocido que tras la infeccién por Leishmania una gran proporcion de
los individuos presentan una infeccion asintomatica. Sin embargo, se carece de una

técnica validada de referencia que permita la deteccion de estos individuos.

Por ello, uno de nuestros objetivos fue buscar marcadores relacionados con la infeccién

asintomatica, obteniendo los resultados incluidos en este apartado.

4.1.1 Caracterizacion molecular, serologica y celular de individuos

inmunocompetentes sin leishmaniasis clinica

Uno de nuestros objetivos fue caracterizar la poblacion asintomatica inmunocompetente
de una zona endémica para leishmaniasis como es Fuenlabrada, evaluando la respuesta

frente al parasito de individuos inmunocompetentes sanos.

En primer lugar se emplearon las tecnicas moleculares (Ln-PCR) y serolégicas (IFlI,
ELISA) tradicionales. Los resultados para estas pruebas fueron negativos en los 60
individuos estudiados (tabla 5A 'y 1B).

En segundo lugar, se evalud la respuesta linfoproliferativa, medida como indice de
estimulacion, frente al antigeno del paréasito. Esta técnica es 100% sensible y especifica
para la deteccion de la infeccion asintomatica en individuos inmunocompetentes tal
como demostré el calculo de la curva ROC (tabla 7a anexos, pagina 155). Es por ello,
que en este trabajo la respuesta linfoproliferativa se usé como test de referencia para la
deteccién de individuos inmunocompetentes asintomaticos para Leishmania. Estos
resultados indican que una respuesta linfoproliferativa positiva informa acerca de la

exposicion al paréasito de estos sujetos.

Esta técnica celular nos permitié diferenciar claramente dos grupos de individuos, tal
como se encuentra reflejado en la tabla 5 (A y B). Un grupo compuesto por 30
individuos que presentaron un indice de estimulacion negativo (tabla 5A) y por tanto

son controles negativos de la infeccion (C IC). Por otro lado, un grupo de 30 individuos
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presentaron un indice de estimulacién positivo (tabla 5B) y por tanto se clasificaron

como asintomaticos para la infeccion (AS 1C).

El estudio de la proliferacion celular frente a la PHA nos inform6 que las células son

viables en todos los individuos analizados (tabla 13a anexos, pagina 157).

Es importante aclarar que los datos aqui reflejados no indican la prevalencia real de la

infeccion asintomatica, pues se trata de un estudio llevado a cabo en un grupo de

individuos seleccionados, no sobre el total de la poblacién.

Respuesta

Ln-

Respuesta

Ln-

A linfoproliferativa| PCR IFI (titulo) | ELISA (D.O.)
Cic1 0,935 NEG |NEG|<1/40 | NEG| 0,007 | NEG
cic2 0,974 NEG NEG|<1/40 | NEG | 0,002 | NEG
Cic3 1,048 NEG |NEG|<1/40 [ NEG | 0,008 | NEG
cica 0,741 NEG |NEG|<1/40 | NEG| 0,006 | NEG
CIC5 0,928 NEG |NEG|<1/40 [ NEG | 0,006 | NEG
CiCe 0,905 NEG |NEG|<1/40 | NEG| 0,005| NEG
Cic?7 0,908 NEG NEG|<1/40 | NEG | 0,027 | NEG
cics8 1,050 NEG |NEG|<1/40 [ NEG| 0,078 | NEG
[of [on°} 0,845 NEG |NEG|<1/40 [ NEG| 0,020 | NEG
CIC10/| 0,947 NEG |NEG|<1/40 [ NEG| 0,017 | NEG
CIC11| 0,946 NEG |NEG|<1/40 [ NEG| 0,014 | NEG
CIC12| 1,100 NEG |NEG|<1/40 [ NEG| 0,022 | NEG
CIC13| 1,420 NEG |NEG|<1/40 | NEG|0,045| NEG
CiCi14| 1,171 NEG |NEG|<1/40 [ NEG| 0,017 | NEG
CIC15]| 1,116 NEG |NEG|<1/40 [ NEG| 0,031 | NEG
CIC16| 1,026 NEG |NEG|<1/40 [ NEG| 0,010 | NEG
CIC17 | 0,460 NEG |NEG|<1/40 [ NEG| 0,010 | NEG
CIC18| 1,381 NEG |NEG|<1/40 [ NEG| 0,049 | NEG
CIC19| 0,914 NEG |NEG|<1/40 | NEG| 0,031 | NEG
CIC20|{ 0,758 NEG |NEG|<1/40 [ NEG| 0,010 | NEG
CiC21| 1,100 NEG |NEG|<1/40 [ NEG| 0,009 | NEG
CIC22| 1,584 NEG |NEG|<1/40 [ NEG| 0,007 | NEG
CIC23| 1,143 NEG |NEG|<1/40 [ NEG| 0,034 | NEG
CiC24| o,761 NEG |NEG|<1/40 [ NEG| 0,023 | NEG
CIC25( 1,716 NEG |NEG|<1/40 [ NEG| 0,035 | NEG
CIC26/| 1,673 NEG |NEG|<1/40 [ NEG | 0,008 | NEG
CICc27| 1,708 NEG |NEG|<1/40 | NEG| 0,018 | NEG
CIC28| 1,464 NEG |NEG|<1/40 [ NEG| 0,033 | NEG
CIC29( 1,339 NEG |NEG|<1/40 [ NEG| 0,022 | NEG
CIC30( 1,154 NEG |NEG|<1/40 [ NEG| 0,004 | NEG

B linfoproliferativa | PCR IFI titulo) | ELISA (D.O)
ASIC1 4,831 POS |NEG|<1/40 | NEG| 0,016 | NEG
ASIC2 4,746 POS |NEG|<1/40 [ NEG | 0,025 | NEG
ASIC3 7,169 POS |NEG|<1/40 [ NEG | 0,033 | NEG
ASIC4 3,935 POS |NEG|<1/40 | NEG| 0,031 NEG
ASIC5 7,051 POS |NEG|<1/40 [ NEG | 0,008 | NEG
ASIC6 3,002 POS |NEG|<1/40 | NEG| 0,009 [ NEG
ASIC7 2,820 POS |NEG|<1/40 [ NEG | 0,016 | NEG
ASIC8 5,603 POS |NEG|<1/40 [ NEG | 0,014 | NEG
ASICH9 9,228 POS |NEG|<1/40 [ NEG | 0,019 | NEG
ASIC10| 6,167 POS |NEG|<1/40 [ NEG | 0,007 | NEG
ASIC11| 4,193 POS |NEG|<1/40 [ NEG | 0,007 | NEG
ASIC12| 10,275 POS |NEG|<1/40 [ NEG | 0,016 | NEG
ASIC13| 4,713 POS |NEG|<1/40 | NEG| 0,065 | NEG
ASIC14 | 12,789 POS |NEG|<1/40 [ NEG | 0,014 | NEG
ASIC15( 3,685 POS |NEG|<1/40 [ NEG | 0,005 | NEG
ASIC16| 3,950 POS |NEG|<1/40 [ NEG | 0,015 | NEG
ASIC17| 4,059 POS |NEG|<1/40 [ NEG | 0,019 | NEG
ASIC18| 2,615 POS |NEG|<1/40 [ NEG | 0,007 | NEG
ASIC19| 2,574 POS |NEG|<1/40 | NEG| 0,032 | NEG
ASIC20| 4,242 POS |NEG|<1/40 [ NEG | 0,032 | NEG
ASIC21| 3,370 POS |NEG|<1/40 [ NEG | 0,068 | NEG
ASIC22| 4,606 POS |NEG|<1/40 [ NEG | 0,010 | NEG
ASIC23| 3,862 POS |NEG|<1/40 [ NEG | 0,030 | NEG
ASIC24| 3,330 POS |NEG|<1/40 | NEG| 0,017 | NEG
ASIC25| 3,083 POS |NEG|<1/40 [ NEG | 0,000 | NEG
ASIC26| 2,323 POS |NEG|<1/40 [ NEG | 0,036 | NEG
ASIC27| 2,397 POS |NEG|<1/40 [ NEG | 0,010 | NEG
ASIC28| 2,561 POS |NEG|<1/40 [ NEG | 0,006 | NEG
ASIC29| 6,659 POS |NEG|<1/40 [ NEG | 0,011 | NEG
ASIC30| 2,590 POS |NEG|<1/40 [ NEG | 0,014 | NEG

Tabla 5. Resultado de la respuesta linfoproliferativa, Ln-PCR, IFl y ELISA (D.O: densidad Optica) de los sujetos

inmunocompetentes (IC) controles negativos (C n=30) y asintomaticos (AS n=30).
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4.1.1.1 Estudio de la secrecion de citoquinas y granzima B en los sujetos controles

negativos y asintomaticos inmunocompetentes

Dentro de la caracterizacidn de la respuesta inmune frente al parasito, se evaluaron los
niveles de produccion de citoquinas relacionados con una respuesta protectora (tipo
Thl) y la produccién de granzima B que presentaban los controles negativos y los
asintomaticos. También se evalu6 la produccion de IL-10 relacionada con la
susceptibilidad a la infeccidn (respuesta tipo Th2) y de IL-17 (respuesta tipo Th17).

En la figura 22A se muestra la respuesta linfoproliferativa (representada mediante el
indice de estimulacion) de los controles y los asintomaticos, encontrandose diferencias

significativas entre ambos (p<0.0001).

Debido a que la respuesta linfoproliferativa es nuestro test de referencia, la misma
clasificacion de control y asintomatico obtenida se empled para evaluar la sensibilidad y
especificidad que presentaban la produccion de citoquinas y granzima B para detectar

individuos asintomaticos.

El andlisis de la curva ROC mostro que también la produccion de IFN-y y de TNF-a son
100% sensibles y especificas para la deteccidn de sujetos inmunocompetentes
asintomaticos (tabla 7a anexos, pagina 155). El punto de corte se situ6 en 57,71 pg/ml y

19,98 pg/ml respectivamente.

El estudio de la secrecion especifica de citoquinas tras estimulacién con el antigeno
SLA demostré que todos los sujetos clasificados como asintomaticos producen de
manera especifica IFN-y y TNF-a (Figura 22 B y C). Ademas 28 de los 30 individuos
también producen granzima B (Figura 22D). Al comparar los resultados con los
obtenidos en los sujetos controles, pudo verse que existen diferencias significativas (p<

0.0001) para todos los analitos estudiados.

La produccion media de IFN-y en los sujetos asintomaticos fue de 905,01 pg/ml, frente
a una produccion media de 2,08 pg/ml de los sujetos controles. En el caso de la
produccion media de TNF-a en los sujetos asintomaticos fue de 395,17 pg/ml, en
contraste con la produccién media de los controles que fue de 1,98 pg/ml. En el caso de
la granzima B la produccion media en los sujetos asintomaticos fue de 2749,31 pg/ml,

frente a una produccion media de 26,21 pg/ml que mostraron los sujetos controles.
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Ninguno de los sujetos estudiados, ni de los controles negativos ni de los asintomaticos,

presentd secrecion ni de IL-10

ni de IL-17 tras la estimulacion con el SLA en los
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sobrenadantes de cultivo.

Figura 22. (a) indice de estimulacion de las PBMCs estimuladas con SLA de los sujetos inmunocompetentes
controles negativos y asintomaticos para Leishmania. Produccion de citoquinas tras la estimulacion con SLA de los
sujetos inmunocompetentes controles y asintomaticos (b) IFN-y (¢) TNF-a (d) Granzima B.

Por todo lo anterior, y tal

como se resume en la figura 23, la poblacion

inmunocompetente asintomatica se caracteriza, por una respuesta linfoproliferativa con

un indice de estimulacion (IS) positivo, una produccion especifica en el sobrenadante de

cultivo de IFN-y y una produccion especifica de TNF-a.

40+

30 30 30 28

1

C AS C AS C AS C AS

IS IFN-y TNF-aa GB

Figura 23. Numero de casos positivos (amarillo) de los individuos inmunocompetentes control negativo (C) y
asintomaticos (AS) en relacion a la respuesta linfoproliferativa (IS) y la produccion en los sobrenadantes de cultivo
de IFN-y, TNF-a y granzima B (GB) del total de los 30 individuos estudiados por grupo.
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4.1.2 Caracterizacibon molecular, serolégica y celular de individuos

inmunosuprimidos farmacologicamente sin leishmaniasis clinica

Con el objetivo de caracterizar la respuesta inmune frente a Leishmania de la poblacion
inmunosuprimida farmacolégicamente (ISF) residente en un area endémica e identificar
una poblacion asintomética, evaluamos una cohorte de individuos en tratamiento

inmunosupresor que recibian tratamiento en el Hospital de Fuenlabrada.

Como en el caso de los individuos inmunocompetentes estudiados, se realizaron las
técnicas moleculares (Ln-PCR) vy seroldgicas (IFI y ELISA) para caracterizar a estos
individuos. Estas pruebas resultaron negativas en los 56 individuos estudiados (Tabla
6A, 6B y 6C).

También se empled la evaluacion de la respuesta linfoproliferativa tras la estimulacion
de las PBMCs con el antigeno SLA como técnica celular. Para la identificacion de
sujetos asintomaticos inmunosuprimidos farmacoldgicamente el indice de estimulacion
resulta 100% especifico, y 88,89% sensible (tabla 8a anexos, pagina 155). Para intentar
detectar el 100% de los casos asintomaticos seria conveniente otra aproximacion técnica

que nos lo permitiera.

En el caso de los individuos inmunosuprimidos farmacoldgicamente existe un grupo de
dificil clasificacion usando Unicamente esta técnica. Por un lado encontramos un grupo
compuesto por 17 individuos con un indice de estimulacion negativo que son controles
negativos (C ISF, tabla 6A). Por otro lado, encontramos un grupo compuesto por 23
sujetos con un indice de estimulacion positivo que se clasifican como asintomaticos (AS
ISF, tabla 6B). También encontramos un grupo compuesto por 15 sujetos cuyo indice de
estimulacion se encuentra en el limite del punto de corte y se clasifican como dudosos
(Duda ISF) (tabla 6C). La estimulacion y proliferacion inespecifica frente a la PHA

demostro la viabilidad de las células en estos pacientes (tabla 13 a anexos, pagina 157).
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- Respuesta Ln- . ELISA
A Respuesta Ln IFI (titulo) ELISA B ) P' ) IFI (titulo)
linfoproliferativa| PCR (D.0.) linfoproliferativa| PCR (D.O.)

CISF1 1,310 NEG |NEG|<1/40|NEG| 0,082 |NEG ASISF 1 2,679 POS | NEG [<1/40|NEG|0,033|NEG

CISF 2 1,271 NEG |NEG|<1/40|NEG| 0,013 [NEG AS ISF 2 6,948 POS | NEG [<1/40|NEG|0,001|NEG

AS ISF 3 3,646 POS | NEG|<1/40|NEG|0,012|NEG
CISF3 | 1,174 | NEG |NEG|<1/40|NEG| 0,020 [NEG <1/40

ASISF 4 3,086 POS | NEG |<1/40[NEG|0,008|NEG
CISF4 1,132 NEG |NEG|<1/40|NEG| 0,033 [NEG

ASISF5 | 2322 | POS |NEG|<1/40|NEG|0,034|NEG
CISF5 | 0939 | NEG |NEG|<1/40|NEG|0,017 |NEG| [Aq\SEG | 4581 | POS | NEG |<1/40|NEG|0,016|NEG

CISF6 | 1,357 | NEG |NEG|<1/40|NEG| 0,006 |NEG| fAsisF7 | 4769 | Pos |NEG|<1/40|NEG|0,010[NEG

CISF7 | 1544 | NEG |NEG|<1/40|NEG| 0,004 [NEG| [ASISF8 | 10,120 | POS |NEG |<1/40|NEG|0,035|NEG

CISF8 1,892 NEG |[NEG|<1/40[NEG| 0,004 [NEG ASISF9 | 5860 [ POS |NEG|<1/40|NEG|0,002|NEG

CISF9 1,512 NEG |NEG|<1/40(NEG| 0,055 [NEG ASISF10| 3,233 | POS |NEG|<1/40|NEG|0,035|NEG

CISF10| 1,447 | NEG |NEG|<1/40|NEG|0,002 [NEG ASISF11| 2,626 | POS |NEG |<1/40|NEG|0,008|NEG

CISF 11 1,246 NEG NEG <1/40 NEG| 0,003 |NEG ASISF12 | 3,197 POS | NEG |<1/40|NEG|0,137[NEG

CISF12| 1461 NEG |NEG|<1/40|NEG| 0,001 |NEG AS ISF 13| 5,063 POS | NEG |<1/40|NEG|0,139|NEG

CISF13| 1,339 | NEG |NEG|<1/40|NEG| 0,032 |NEG| |[ASISF14| 3904 | POS |NEG |<1/40|NEG|0,027|NEG

ASISF 15| 2,738 POS | NEG |<1/40[NEG|0,001|NEG
CISF 14| 1,545 NEG |NEG|<1/40|NEG| 0,005 [NEG

1SF 1 ASISF 16| 3,217 POS | NEG [<1/40|NEG|0,016|NEG
CISF15) 1,299 NEG |NEG|<1/40|NEG| 0,006 |NEG ASISF 17| 2,374 POS | NEG [<1/40|NEG|0,008| NEG

CISF 16| 1,380 NEG |NEG|<1/40(NEG|0,107 [NEG ASISF 18| 2,477 | POS | NEG |<1/40|NEG|0,005|NEG

CISF17| 0832 | NEG |NEG|<1/40|NEG| 0,030 |NEG] [as|SF19| 2,357 | Pos |NEG |<1/40|NEG|0,028NEG

AS ISF 20| 5,051 POS | NEG [<1/40|NEG|0,123|NEG

ASISF 21| 6,871 POS | NEG [<1/40|NEG|0,025|NEG

AS ISF 22| 5,816 POS | NEG |<1/40|NEG|0,010|NEG

AS ISF 23 | 6,683 POS | NEG [<1/40|NEG|0,092| NEG

R Ln- . ELISA
C _ Respuesta | In- 10y itulo) S
linfoproliferativa | PCR (D.0.)

DudalISF1 | 2,117 | DUDA |NEG|<1/40{NEG|0,001|NEG
DudalISF2 | 2,001 | DUDA |NEG|<1/40{NEG|0,012|NEG
DudalISF3 | 1,964 | DUDA |NEG|<1/40{NEG|0,023|NEG
DudalISF4 | 1,969 | DUDA |NEG|<1/40{NEG|0,030|NEG
DudaISF5 | 2,220 | DUDA [NEG|<1/40|NEG|0,016|NEG
DudalISF6 | 1,915 | DUDA |NEG|<1/40{NEG|0,004|NEG
DudalISF7 | 2,228 | DUDA [NEG|<1/40|NEG|0,002|NEG
DudaISF8 | 2,058 | DUDA |NEG|<1/40|NEG|0,001|NEG
DudalISF9 | 2,225 | DUDA |NEG|<1/40{NEG|0,029|NEG
Duda ISF 10 | 2,126 | DUDA |NEG|<1/40{NEG|0,006|NEG
DudaISF 11| 1,970 | DUDA [NEG|<1/40|NEG|0,002|NEG
Duda ISF 12 | 2,256 | DUDA |NEG|<1/40{NEG|0,056|NEG
Duda ISF 13 | 1,841 | DUDA |NEG|<1/40{NEG|0,001|NEG
Duda ISF 14 | 2,215 | DUDA [NEG|<1/40|NEG|0,010|NEG
Duda ISF 15| 1,965 | DUDA [NEG|<1/40|NEG|0,003|NEG

Tabla 6. Resultado de la respuesta linfoproliferativa, Ln-PCR, IFI y ELISA (D.O.: densidad Optica) de los sujetos
inmunosuprimidos farmacoldgicamente (ISF) controles negativos (C n=17), asintomaticos (AS n=23) y dudosos
(Duda n=15).
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4.1.2.1 Estudio de la secrecion de citoquinas y granzima B en los sujetos controles y

asintomaticos inmunosuprimidos farmacolégicamente

Dentro de la caracterizacion de los individuos inmunosuprimidos farmacoldgicamente,
realizamos la medida de la produccién de citoquinas y granzima B en los sobrenadantes
de cultivo para caracterizar con mas precision el tipo de respuesta inmune celular de
esta poblacién y resolver el problema de los sujetos con un indice de linfoproliferacion
cercano al punto de corte que no podian clasificarse ni como controles ni como

asintomaticos.

Mediante el analisis de la curva ROC, se determin6é que la produccion de IFN-y es
100% sensible y especifica para la deteccion de esta poblacion inmunosuprimida
farmacoldgicamente asintomatica para Leishmania (Tabla 8a anexos, pagina 155)
definiéndose el punto de corte en 19,55 pg/ml. Esta sensibilidad y especificidad con
respeto a la de la respuesta linfoproliferativa y a la produccion de TNF-a y granzima B,
hace que sea nuestra técnica de referencia para detectar sujetos inmunosuprimidos

farmacoldgicamente con infeccidn asintomatica.

De los 15 individuos cuya respuesta linfoproliferativa se encontraba cercana al punto
del corte (dudosos, figura 24A), 4 de ellos presentaban una produccion especifica de
IFN-y, TNF-a y granzima B. En los sujetos clasificados como asintomaticos atendiendo
a la respuesta linfoproliferativa también se encontré una produccion especifica de IFN-y
y una produccion especifica de TNF-a y granzima B en 22 de los 23 (Figura 24 B-D).
Los otros 11 sujetos que presentaron una respuesta linfoproliferativa cercana al punto de
corte no presentaron produccion de IFN-y, TNF-o ni de granzima B. Los sujetos
controles tampoco presentaron produccion especifica de IFN-y, encontrandose
produccion de TNF-a en 4 de ellos y de granzima B en 5 (Figura 24 B-D). Al comparar
los resultados con los obtenidos en los sujetos controles, pudo verse que existen

diferencias significativas (p< 0.0001) entre grupos.

En estos pacientes, el estudio de la produccion especifica de IFN-y en este grupo ha
ayudado a aclarar los resultados de respuesta linfoproliferativa que se encuentran

cercanos al punto de corte.

La produccion media de IFN-y en los asintomaticos fue de 1103,45 pg/ml, frente a una
produccion media de 3,10 pg/ml que mostraron los controles. En el caso del TNF-a, la

produccién media en los asintomaticos fue de 282,85 pg/ml, en contraste con la
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produccion media de los controles que fue de 3,13 pg/ml. La produccion media de

granzima B en los sujetos asintomaticos fue de 6441,18 pg/ml, frente a la produccion

media de 41,79 pg/ml que mostraron los sujetos controles negativos.

‘ g
A ootk B T o
12 p— | etk [
1 5000+ o,
=) o
2 101 o 25004 S o
,EN o %\1500- OO
g = 1250
-5 0p© g .
Z 6 00 = 1000+ %
g, _°o°-J°_ 2 750 o o0
;g 0002 F 500 o
g % 250 898 5
0 ' . . 0 , Q0QO0. o oS
Control Asintomaticos Dudosos Control Asintomaticos Dudosos
C b * D ) dokskok .
1800 o 30000+ &
o
900~ ~ 20000+ 0 %
o)
@ 800 o £ 100004 co
) ) = T
= 6004 P m 6000 —Q
3 00 £ 4500+ o
400 ’ Opp0
E %o o S 3000 o0
200+ o° 5 ° o
—Qe— O 1500 % o
(o]
0 - @ﬁ‘p oS . 0= QErmmrp---e- 9050009..... Cepgan...
Control Asintomaticos Dudosos Control Asintomaticos Dudosos

Figura 24. (a) indice de estimulacién de las PBMCs estimuladas con SLA de los sujetos inmunosuprimidos
farmacoldgicamente controles negativos, asintomaticos para Leishmania y dudosos. Produccion de citoquinas tras la
estimulacién con SLA de los sujetos inmunocompetentes controles negativos, asintomaticos y dudosos (dentro de
este grupo se representan en azul los que finalmente se clasificaron como asintomaticos y en verde como controles)

(b) IFN-y (c) TNF-a. (d) Granzima B.

Ninguno de los sujetos estudiados presentd secrecion de IL-10 ni de IL-17 tras la

estimulacion con el SLA en los sobrenada

ntes de cultivo.

Los sujetos inmunosuprimidos farmacolégicamente asintomaticos se caracterizan por

presentar una produccion especifica de IFN-y el sobrenadante de cultivo celular, como

se resume en la figura 25.
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Figura 25. Numero de sujetos con un resultado positivos (amarillo) o dudoso (azul) del total de individuos
inmunosuprimidos farmacoldgicamente (ISF) controles negativos (C) y asintomaticos (AS) en relacion al indice de
estimulacion (1S) y la produccidn en los sobrenadantes de cultivo de IFN-y, TNF-a y granzima B (GB).
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4.1.3 Caracterizacion molecular, serologica y celular de sujetos infectados por el

VIH sin leishmaniasis clinica

Con el objetivo de identificar y caracterizar la poblacion infectada por el VIH, se evalu6
la respuesta inmune frente al pardsito de sujetos VIH+ que recibian tratamiento
antirretroviral en el Hospital de Fuenlabrada.

La determinacién de la carga viral mostrd que los sujetos VIH+ incluidos en este
estudio presentaban una carga viral por debajo de las 1000 copias/ml de sangre o
incluso indetectable (por debajo de las 20 copias/ml) por lo que se considera que en

todos se encuentra controlada (datos proporcionados por el Hospital de Fuenlabrada).

Las pruebas moleculares (Ln-PCR) y serologicas (IFI y ELISA) para Leishmania
resultaron negativas en todos los sujetos VIH+ estudiados (Tabla 7A y 7B), al igual que
ocurria en los sujetos inmunocompetentes y los sujetos inmunosuprimidos

farmacolégicamente.

Mediante el anélisis de la curva ROC, encontramos que la respuesta linfoproliferativa es
100% sensible y especifica (Tabla 9a anexos, pagina 155) para la deteccion de sujetos
VIH+ asintomaticos para la infeccion por Leishmania, y en este caso supone nuestro
test de referencia para su deteccion. Una respuesta linfoproliferativa positiva indica un
contacto previo con el paréasito y refleja un control de la infeccidén por parte del sujeto

infectado.

Tras la estimulacion de las PBMCs con el antigeno SLA, la respuesta linfoproliferativa
permitid distinguir dos grupos claramente diferenciados. El primer grupo esta
compuesto por 23 sujetos con un indice de estimulacién negativo que son controles
negativos de infeccion (C VIH, tabla 7A). EIl otro grupo estd compuesto por 17 sujetos
con un indice de estimulacion positivo que son asintomaticos (AS VIH, tabla 7B). La
estimulacion inespecifica de las PBMCs con la PHA demostro la funcionalidad de estas
células, a pesar de la inmunosupresién causada por el virus que presentan estos

pacientes (tabla 13a anexos, pagina 157).
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A "nfzz::ﬁf“:::ﬁva ;‘ER IFI (titulo) |ELISA (D.0.) | rk39 B “nfz::z:;‘:::ﬁva PL2R IFI (titulo) |ELISA (D.0.)| rk39
CVIH1 | 0937 | NEG |NEG|<1/40|NEG|0,021] NEG [NEG | [AsSVIH L | 3,820 | Pos [NEG|<1/40]NEG]0,023]NEG [NEG
CVIH2 | 1,016 | NEG |NEG|<1/40|NEG|0,030| NEG | NEG | [ASVIH2 | 3079 | POs |NEG|<1/40|NEG] 0,017 NEG [NEG
CVIH3 | 0739 | NEG |NEG|<1/40|NEG|0,008| NEG | NEG | [ASVIH3 | 8449 | POs |NEG|<1/40(NEG] 0,021 NEG [ NEG
CVIHA4 | 0915 | NEG |NEG|<1/40|NEG|0,017|NEG | NEG | [ASVIHA | 4,119 | Pos |NEG|<1/40|NEG] 0,005 NEG [NEG
CVIH5 | 1,010 | NEG |NEG|<1/40|NEG|0,016|NEG | NEG | [ASVIH5 | 6060 | POs |NEG|<1/40|NEG] 0,073 NEG [NEG
CVIH6 | 1,017 | NEG |NEG|<1/40|NEG|0,021|NEG | NEG | [ASVIHG | 2,853 | POs |NEG|<1/40NEG] 0,004 NEG [NEG
CVIH7 | 0907 | NEG |NEG|<1/40|NEG|0,002| NEG | NEG | [ASVIHZ [ 4,755 | Pos |NEG|<1/40|NEG] 0,056 NEG [NEG
CVIH8 | 0828 | NEG |NEG|<1/40|NEG|0,031| NEG |NEG | [ASVIHS | 4,348 | Pos [NEG|<1/40|NEG]0,010]NEG |NEG
CVIH9 | 1,459 | NEG |NEG|<1/40|NEG|0,006| NEG | NEG | [ASVIHO | 3052 | Pos [NEG|<1/40|NEG]0,046|NEG |NEG
CVIH10| 0,909 | NEG |NEG|<1/40|NEG|0,027| NEG | NEG | [ASVIH 10 13,924 | POs [NEG| <1/40|NEG]0,002|NEG [NEG
CVIH11| 1,311 | NEG |NEG|<1/40|NEG|0,118| NEG | NEG | [ASVIH 11 8255 | POs |NEG|<1/40|NEG] 0,015 NEG [NEG
CVIH12| 0741 | NEG |NEG|<1/40|NEG|0,085| NEG | NEG | [ASVIH 12 3346 | POs |NEG|<1/40NEG] 0,014 NEG [NEG
CVIH13| 1,009 | NEG |NEG|<1/40|NEG|0,006| NEG | NEG | [ASVIH 13 ] 12,820 | POs |NEG|<1/40(NEG] 0,048 NEG [NEG
CVIH14| 1,018 | NEG |NEG|<1/40|NEG|0,016| NEG | NEG | [ASVIH 14| 8006 | POs |NEG|<1/40NEG]0,017]NEG [NEG
CVIH15| 0,98 | NEG |NEG|<1/40|NEG|0,005| NEG | NEG | [ASVIH 15[ 2,303 | Pos |NEG|<1/40NEG] 0,030 NEG [NEG
CVIH16| 0,88 | NEG |NEG|<1/40|NEG|0,031| NEG | NEG | [ASVIH 16] 5112 | POs |NEG|<1/40|NEG] 0,020 NEG [NEG
CVIH17| 1,307 | NEG |NEG|<1/40|NEG|0,016| NEG | NEG | [ASVIH 17 5914 | POS |NEG|<1/40|NEG] 0,057 NEG [NEG
CVIH18/| 1,020 | NEG |NEG|<1/40|NEG|0,020( NEG | NEG
CVIH19]| 0870 | NEG |NEG|<1/40|NEG|0,006| NEG | NEG
CVIH20| 1,943 | NEG |NEG|<1/40|NEG|0,003] NEG | NEG
CVIH21| 0720 | NEG |NEG|<1/40|NEG|0,012| NEG | NEG
CVIH22| 0834 | NEG |NEG|<1/40|NEG|0,002| NEG | NEG
CVIH23| 1,926 | NEG |NEG|<1/40|NEG|0,006| NEG | NEG

Tabla 7. Resultado de respuesta linfoproliferativa, Ln-PCR, IFI y ELISA (D.O.: densidad oOptica) de los sujetos
infectados por el VIH controles negativos (C n=23) y asintomaticos (AS n=17) para Leishmania.

4.1.3.1 Estudio de la secrecion de citoquinas y granzima B en los sujetos controles

negativos y asintomaticos infectados por el VIH

Para caracterizar el tipo de respuesta inmune celular que estos sujetos VIH+ habian
desarrollado frente al parasito, se cuantificd la produccion de citoquinas y granzima B

en los sobrenadantes de cultivo estimulados con SLA.

La respuesta linfoproliferativa (representada mediante los valores del indice de
estimulacion) de los controles negativos y de los asintomaticos presentaba diferencias

estadisticamente significativas (p< 0.0001) entre ambos grupos (Figura 26A).

Al ser la respuesta linfoproliferativa nuestro test de referencia, utilizamos la
clasificaciébn obtenida mediante esta técnica para evaluar la sensibilidad y la
especificidad que la produccién de citoquinas y de granzima B tenian para la deteccidn

de la infeccion asintomatica. El analisis de la curva ROC mostré que la produccion de
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IFN-y era 100% sensible y especifica, encontrandose el punto de corte en 50,73 pg/ml

(tabla 9a anexos, pagina 155).

Los sujetos controles negativos no presentaban secrecion especifica de IFN-y, de TNF-
a, mientras que uno presentaba secrecion de granzima B en los sobrenadantes de
cultivo. Todos los sujetos asintomaticos presentaban una produccion especifica de IFN-
v (Figura 26B). Ademas, 14 de los 17 sujetos asintomaticos presentan una produccién
especifica de TNF-a y de granzima B (Figura 26 C y D). Al comparar los resultados con
los obtenidos en los sujetos controles, pudo verse que existen diferencias significativas
(p< 0.0001).
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Figura 26. (a) Indice de estimulacion de las PBMCs estimuladas con SLA de los sujetos infectados por el VIH
controles negativos y asintomaticos para Leishmania. Produccion de citoquinas tras la estimulacion con SLA de los
sujetos VIH+ controles y asintomaticos (b) IFN-y (c) TNF-a (d) Granzima B.

Ni los controles negativos ni los asintomaticos presentaban secrecion de IL-10 ni de IL-

17 tras la estimulacion con el SLA en los sobrenadantes de cultivo.

La produccion media de IFN-y en los sujetos asintomaticos fue de 1509,25 pg/ml, frente
a una media de 0,79 pg/ml que mostraron los sujetos controles. En el caso de la
produccion media de TNF-a en los sujetos asintomaticos fue de 294,51 pg/ml, en

contraste con la media de los controles que fue de 4,87 pg/ml. En el caso de la granzima
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B la produccion media en los sujetos asintomaticos fue de 4572,64 pg/ml, frente a la
media de 37,44 pg/ml que mostraron los sujetos controles.

La poblacién VIH+ asintomética para Leishmania se caracteriza, tal como se resume en
la figura, por una respuesta linfoproliferativa con un indice de estimulacion positivo y

una produccion especifica de IFN-y (Figura 27).
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Figura 27. NUmero de sujetos que resultaron positivos (amarillo) de los individuos VIH+ control negativo (C) y
asintomaticos (AS) en relacién al indice de estimulacidn (IS) y la produccién en los sobrenadantes de cultivo de IFN -
¥, TNF-a y granzima B (GB).

En el caso de los sujetos infectados por el VIH asintomaticos para Leishmania,
quisimos ver si el desarrollo de la respuesta especifica frente al parasito estaba

relacionada con el nivel de linfocitos TCD4+ o linfocitos TCD8+.
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Figura 28. (a) Correlacion del indice de estimulacion con el nivel de linfocitos TCD4+, (b) de los niveles de IFN-y
con el nivel de linfocitos TCD4+, (c) del indice de estimulacion con el nivel de linfocitos TCD8+, (d) de los niveles
de IFN-y con el nivel de linfocitos TCD8+ de los sujetos VIH+ asintomaticos para Leishmania.
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En los sujetos VIH+ asintomaticos para Leishmania la respuesta inmune desarrollada
frente al paréasito es independiente de los niveles de linfocitos TCD4+ y de los niveles
de linfocitos TCD8+. Esto se observa en la débil correlacion que hay entre el indice de
estimulacion y los niveles de TCD4+ y de TCD8+ (Figura 28 A y C); y la débil
correlacion entre el IFN-y y los niveles de TCD4+ y de TCD8+ (Figura 28 B y D).

4.1.4 Estudio de las subpoblaciones linfocitarias circulantes de los sujetos
controles negativos y asintomaticos inmunocompetentes, inmunosuprimidos

farmacologicamente e infectados por el VIH

Con el objetivo de establecer el efecto de la infeccion asintomética por Leishmania en
los niveles de las distintas subpoblaciones celulares, caracterizamos las distintas
subpoblaciones linfocitarias en la sangre periférica de todos los sujetos controles

negativos y asintomaticos estudiados.

Al analizar los valores absolutos de linfocitos TCD3+, linfocitos TCD4+, linfocitos
TCDB8+, células B, células NK y linfocitos totales; encontramos que en todos los grupos
los valores se encuentran dentro de los limites de normalidad establecidos en la practica
clinica (Figura 29 A-F).

La excepcion la representan los valores de linfocitos T CD4+ de los sujetos infectados
por el VIH, que debido a su condicién y a pesar de encontrarse en terapia antirretroviral
con buena adherencia, no son capaces de restablecer el nUmero de este tipo celular;
encontrandose diferencias estadisticamente significativas con respecto a los otros
grupos estudiados (p<0.0001) y estando por debajo del limite de normalidad establecido
en clinica (Figura 29B), 500 célulassmm?®, incluso por debajo de 200 células/mm® en
algunos sujetos, lo que en estos pacientes es un factor predictor de su potencial

evolucion hacia SIDA.

Al comparar los datos de las poblaciones celulares de los controles negativos frente a
los asintoméaticos inmunocompetentes encontramos que no hay diferencias
significativas. Lo mismo sucede al analizar los inmunosuprimidos farmacolégicamente
y los infectados por el VIH (Figura 29 A-F). Tampoco se encontraron diferencias
significativas en los niveles de células NK-T en ningun grupo (Figura 1a anexos, pagina
158).
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Figura 29. (a) Niveles de linfocitos T CD3+, (b) T CD4+, (c) T CD8+, (d) linfocitos totales, (e) células B y (f)
células NK de los sujetos controles negativos (C) y asintomaticos (AS) inmunocompetentes (IC), inmunosuprimidos
farmacoldgicamente (ISF) e infectados por el VIH (VIH). Lineas punteadas negras: limites de normalidad de las
poblaciones celulares establecidos en la practica clinica. Linea roja: linfocitos TCD4+ 200 células/mm?®.

4.1.5 Resumen de las caracteristicas generales de los sujetos con infeccion

asintomatica por Leishmania

Nuestros resultados vistos de manera conjunta, muestran que los sujetos
inmunocompetentes, inmunosuprimidos farmacolégicamente e infectados por el VIH
con infeccidn asintomatica por Leishmania se caracterizan por presentar una respuesta

inmune celular especifica frente al parasito.

Esta respuesta se caracteriza en los tres grupos estudiados, por una produccion
especifica de IFN-y por parte de los sujetos asintomaticos. Ademas, todos los sujetos
inmunocompetentes y los VIH+ presentan una respuesta linfoproliferativa positiva
(Figura 30).

En el caso de los sujetos inmunocompetentes y VIH+ solo midiendo la respuesta
linfoproliferativa, basandonos en la sensibilidad y especificidad que presenta, es
suficiente para detectar el 100% de los individuos con infeccion asintomatica. En el
caso de los sujetos inmunosuprimidos farmacoldgicamente la menor sensibilidad

(88,89%, tabla 8a anexos, pagina 155) hace que sea necesario medir la produccion
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especifica de IFN-y (100% sensibilidad y especificidad) para la deteccion de todos los

sujetos asintomaticos.
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Figura 30. Respuesta linfoproliferativa y produccion especifica de IFN-y tras la estimulacion con SLA de los sujetos
control  negativo (C) y asintomatico (AS) para Leishmania: inmunocompetentes (IC); inmunosuprimidos
farmacoldgicamente (ISF) e infectados por el VIH (VIH+)
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4.2 Estudio, caracterizacion y monitorizacion de la cura de los pacientes con
leishmaniasis clinica

Uno de los objetivos principales identificados por la OMS frente a la Leishmaniasis es
la busqueda de un test valido para la caracterizacién de la cura y un test que sea
predictor de recaidas, valido tanto en pacientes inmunocompetentes como

inmunosuprimidos.

Por todo ello, el otro objetivo de esta tesis doctoral fue la busqueda de marcadores
relacionados con la cura o con recaidas de leishmaniasis visceral obteniendo los

resultados que se encuentran en este apartado.

4.2.1 Caracterizacion molecular, serolégica y celular de los pacientes

inmunocompetentes con leishmaniasis visceral activa y curada

Con el fin de monitorizar la respuesta de pacientes inmunocompetentes que sufrieron
leishmaniasis visceral, se evalud la respuesta seroldgica, molecular y celular de 13
pacientes inmunocompetentes con leishmaniasis visceral activa y de 14 pacientes
inmunocompetentes con leishmaniasis visceral curada. De 11 de los pacientes

estudiados con enfermedad activa se pudo obtener también una muestra tras la cura.

De los 13 pacientes que se estudiaron con leishmaniasis visceral activa, 11 presentaban
Ln-PCR positiva en sangre completa, con carga parasitaria cuantificable mediante
gPCR (Tabla 8, LVA). Tras la cura, todos los pacientes presentaron PCR negativa en
sangre completa (Tabla 8, LVC).

En el momento de la enfermedad activa, 12 de los 13 pacientes inmunocompetentes
presentaban una titulacion positiva por IFI y un ELISA positivo (Tabla 8, LVA). Tras la
cura clinica 6 pacientes permanecian con titulos positivos por IFI y con ELISA (Tabla
8, LVC).

Los datos obtenidos utilizando el test de diagndstico rapido rk39-1CT muestran que 9 de
los pacientes con enfermedad activa presentaban un resultado positivo (Tabla 8, LVA).
En el caso de los pacientes curados, 7 de ellos presentaban un resultado positivo frente a
este test (Tabla 8, LVC).
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Respuesta Ln- [qPCR (p/ug IFI (titulo) ELISA  |rK39-
linfoproliferativa| PCR DNA) (D.0.) ICT
paciC1 LVA| 1,00 NEG |POS| 703,000 |1/320(P0OS|0,908|POS| POS
LVC| 2,06 POS |NEG NEG 1/80 [POS|2,052| POS| POS
pacIC2 LVA| 0,76 NEG |POS| 143,320 | 1/80 |POS|0,558|POS| POS
LvC| 2,08 POS [NEG NEG 1/80 [POS|0,491| POS| POS
pacIC3 LVA[ 1,44 NEG [POS| 27,680 1/80 [POS|0,302| POS| POS
LVC| 4,02 POS [NEG NEG 1/160 | POS|0,438| POS [ NEG
paciCa LVA| 1,52 NEG |POS| 301,750 |1/160 |POS|0,528|POS| POS
LvC| 2,28 POS |NEG NEG <1/40(NEG|0,102|NEG| NEG
PacIC5 LVA| 1,03 NEG [NEG NEG 1/80 [POS|0,532| POS| POS
LvC| 3,93 POS [NEG NEG <1/40|NEG|0,234|POS| POS
PacIC6 LVA| 1,97 NEG |[POS| 276,061 |[1/160 [POS|1,418|POS|NEG
LvC| 1,60 NEG |NEG NEG <1/40(NEG|0,280| POS | NEG
paciC7 LVA| 0,99 NEG [POS| 1576,720 |<1/40{NEG|0,395|POS| POS
LvCc| 3,05 POS |NEG NEG <1/40(NEG|0,094|NEG| POS
pacIC8 LVA| 0,94 NEG |POS| 3484,010 | 1/80 |POS|0,174| POS| NEG
LVC| 5,74 POS |NEG NEG <1/40|NEG|0,028| NEG| NEG
- Respt.xesta. Ln- |qPCR (p/ug IFI (titulo) ELISA rk39-
linfoproliferativa| PCR DNA) (D.0.) ICT
PaciC9 LVA| 1,61 NEG |POS| 101,120 1/80 |POS|0,288|POS| NEG
LvC| 2,93 POS |NEG NEG <1/40 |INEG|0,023|NEG| NEG
Pac IC 10 LVA| 1,24 NEG |POS| 49,610 1/160 [ POS|0,403| POS| POS
LvVC| 4,79 POS [NEG NEG 1/80 [POS|0,222(POS| POS
PacIC 11 LVA| 1,06 NEG |POS| 751,938 | 1/160 |POS|0,521|POS| POS
LVC| 6,24 POS [NEG NEG 1/80 |P0OS|0,761|POS| POS
LVA| 0,80 NEG [POS 17,220 1/160 [POS([1,076| POS| POS
PacliC12
LVC| ND ND ND ND ND ND | ND | ND| ND
LVA| 1,34 NEG [NEG NEG <1/160|P0OS|0,885|POS| NEG
PaciIC13
LVC| ND ND ND ND ND ND | ND | ND| ND
LVA| ND ND ND ND ND ND | ND | ND| ND
PaciC14
LVC| 2,95 POS [NEG NEG 1/80 [POS|0,160(POS| POS
LVA| ND ND ND ND ND ND | ND | ND| ND
PacIC 15
LVC| 11,24 POS [NEG NEG <1/40 |NEG|0,078|NEG| NEG
LVA| ND ND ND ND ND ND | ND | ND| ND
PaclIC 16
LVC| 7,45 POS [NEG NEG 1/80 [POS|0,427|POS| NEG

Resultados

Tabla 8. Resultado de la respuesta linfoproliferativa, Ln-PCR, gPCR (parasitos/pig DNA), IFI, ELISA (D.O.:
densidad éptica) y rk39-ICT de los pacientes inmunocompetentes (IC) con leishmaniasis visceral activa (LVA) y
leishmaniasis visceral curada (LVC).

A partir de los resultados obtenidos de la respuesta linfoproliferativa frente al antigeno

SLA se realiz6 el andlisis de la curva ROC, que demostré que en los pacientes

inmunocompetentes este test es 94,44% sensible y 100% especifica para establecer la

cura (Tabla 10a anexos, pagina 156), siendo el punto de corte un valor de indice de

estimulacion de 2,015.
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El estudio de la respuesta linfoproliferativa frente al SLA muestra diferencias entre los
pacientes con leishmaniasis visceral activa y curada (Tabla 8, LVA). Todos los
pacientes con enfermedad activa presentaban una respuesta linfoproliferativa negativa.
Tras la cura de la enfermedad, 13 de los 14 pacientes curados estudiados (Tabla 8,
LVC) presentaban una respuesta linfoproliferativa positiva. Todos los pacientes tanto
con leishmaniasis visceral activa como con leishmaniasis visceral curada, presentaban

una proliferacion inespecifica frente al mitégeno (tabla 13a anexos, pagina 157).

4.2.1.1 Estudio de la produccion de citoquinas y granzima B en pacientes

inmunocompetentes con leishmaniasis visceral activa y curada

Dentro de la caracterizacién de la respuesta inmune frente al parasito, se evaluaron los
niveles de produccion de citoquinas relacionados con una respuesta protectora (tipo
Thl) y la produccion de granzima B que presentaban los pacientes inmunocompetentes.
También se evaluo la produccion de IL-10 relacionada con la susceptibilidad a la
infeccion (respuesta tipo Th2) y de IL-17 (respuesta tipo Th17).

El analisis de la curva ROC demostrd que ninguna de las citoquinas estudiadas ni la
granzima B resultan 100% sensibles para determinar la cura (tabla 10a anexos, pagina
156), tampoco mejoran la sensibilidad obtenida utilizando la respuesta

linfoproliferativa.

Comparando los resultados obtenidos con respecto a la respuesta linfoproliferativa de
los pacientes curados respecto a los activos, encontramos que existen diferencias

estadisticamente significativas (p<0.0001) (Figura 31 A).

El estudio de la produccién especifica de citoquinas en los sobrenadantes de cultivo
estimulados con SLA mostré que 11 de los 14 pacientes curados presentan una
produccion especifica de IFN-y (Figura 31B), mientras que ninguno de los activos
presentaba produccién de esta citoquina. De los pacientes curados 10 también
presentaron una produccion especifica de TNF-a y 8 de granzima B (GB) (Figura 31C y
D). Al comparar los resultados con los obtenidos en los pacientes con leishmaniasis
visceral activa, puede verse que existen diferencias significativas (IFN-y p<0.0001;
TNF-a p=0.03; GB p=0.0013).

La produccién media de IFN-y en los pacientes curados fue de 634,9 pg/ml, frente a una

produccién media de 17,02 pg/ml que mostraron los pacientes con enfermedad activa.
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En el caso de la produccion media de TNF-a en los pacientes curados fue de 54,59
pg/ml, en contraste con la produccion media de los pacientes con enfermedad activa que
fue de 27,03 pg/ml. En el caso de la granzima B la produccién media en los pacientes
curados fue de 2906 pg/ml, frente a la produccién media de 335,6 pg/ml que mostraron

los pacientes con enfermedad activa.

Ni en el momento activo de la enfermedad ni en el momento curado se detectd

secrecion de IL-10 ni de IL-17 en los pacientes estudiados.

Cabe destacar que el paciente que no presentaba ni respuesta linfoproliferativa ni
produccion de IFN-y (representado en azul en las graficas de la figura 31 Ay B) un mes
después de la toma de la muestra sufrié una recaida de la enfermedad activa.

Si dentro del analisis de la curva ROC de la respuesta linfoproliferativa no se incluye el
punto correspondiente al paciente que sufrid la recaida, la sensibilidad y la especificidad

de la técnica es del 100%.
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Figura 31. (a) indice de estimulacion de las PBMCs estimuladas con SLA de los pacientes inmunocompetentes con
leishmaniasis visceral activa y curada. Produccidn de citoquinas tras la estimulacion con SLA de los pacientes
inmunocompetentes con leishmaniasis visceral activa y curada (b) IFN-y (c) TNF-a (d) Granzima B.

Al analizar los datos pareados de los pacientes inmunocompetentes en los que pudo

obtenerse muestra del momento activo y del momento curado (n=11) vimos que el
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indice de estimulacion frente al antigeno SLA aumenta significativamente tras la cura
(p=0,002), a excepcion del caso del paciente que sufrié la recaida de la enfermedad.
Ademas, de manera generalizada, hay un aumento significativo de la produccion de
IFN-y (p= 0,004) (figura 2a anexos, pagina 159).

En estos pacientes inmunocompetentes, la cura de la enfermedad se caracteriza por el
desarrollo de una respuesta linfoproliferativa positiva acomparfiada, en la mayoria de los

casos, de una produccidn especifica de IFN-y tal como se resume en la figura 32.
154

104
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Figura 32. Numero de casos negativos (rosa) y positivos (amarillo) de los pacientes inmunocompetentes con
leishmaniasis visceral activa (LVA) y con leishmaniasis visceral curada (LVC) en relacién al indice de estimulacion
(1S) y la produccion en los sobrenadantes de cultivo de IFN-y, TNF-a y granzima B (GB).

4.2.2 Caracterizacion molecular, serolégica y celular de los pacientes

inmunosuprimidos farmacolégicamente con leishmaniasis visceral activa y curada

Dentro del objetivo de evaluar la respuesta inmune en pacientes sometidos a tratamiento
inmunosupresor con leishmaniasis visceral activa y curada, se analizaron muestras de 5

pacientes con enfermedad activa y 14 con enfermedad curada.

En general en la préctica clinica, a los pacientes inmunosuprimidos farmacol6gicamente
que desarrollan leishmaniasis visceral se les retira el tratamiento inmunosupresor
durante el tratamiento de la leishmaniasis y se les reintroduce una vez curados de
leishmaniasis. Esto se realizé en la mayoria de los pacientes incluidos en esta tesis; el
tipo de enfermedad autoinmune que presentaban el paciente 3 y el 13 no permitié que
en estos pacientes se retirase el tratamiento inmunosupresor de manera segura y por
tanto se mantuvo durante el tratamiento de la leishmaniasis (tabla 5a anexos, pagina
153).
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En el momento de la enfermedad activa, 3 de los 5 pacientes presentaban Ln-PCR
positiva, con carga parasitaria detectable mediante gPCR (tabla 9, LVA). Tras la cura
clinica de la enfermedad todos los pacientes presentaban PCR negativa (tabla 9, LVC).

Las pruebas serolédgicas (IFI, ELISA y rk39-ICT) fueron positivas en los 5 pacientes
con leishmaniasis visceral activa (Tabla 9, LVA). En el momento de la cura, 3 de los 5
pacientes que se analizaron en el momento activo, mantenian las pruebas serolgicas
positivas. Del resto de pacientes curados estudiados, 6 pacientes presentaban las pruebas
seroldgicas positivas mientras que 3 presentan alguna de las pruebas negativas (tabla 9,
LVC).

intoprolfersiva e | owny | U9 |EusA 00, |7

Pac 1 ISE LVA| 0,863 NEG |POS| 436,130 | 1/160 | POS | 3,375 POS | POS
LVC| 7,118 POS [NEG NEG 1/320 | POS | 1,926 | POS | POS

Pac 2 ISE LVA| 0,768 NEG | POS| 7085000 |1/1280 | POS | 1,788 | POS | POS
LVC| 5,706 POS [NEG NEG 1/320 | POS| 2,954 POS | POS

Pac 3 ISE LVA| 2,525 NEG |POS| 190,000 | 1/160 | POS| 0,143 | POS | POS
LVC| 3,229 POS [NEG NEG <1/40 | NEG | 0,034 | NEG | NEG

Pac 4 ISF LVA| 1,113 NEG [ NEG NEG 1/160 | POS | 0,432 | POS | POS
LVC| 6,028 POS [ NEG NEG <1/40 | NEG| 0,058 | NEG | NEG

Pac 5 ISE LVA| 1,021 NEG [NEG NEG 1/160 | POS | 0,665 | POS | POS

LVC| 3,641 | POS |NEG NEG 1/80 | POS| 0,479 POS | POS
Pac6ISF [LVC| 2,823 | POS [NEG NEG 1/80 | POS| 0,247 | POS | POS
Pac 7 ISF [LVC| 14995 | POS [NEG NEG <1/40 | NEG | 0,722 | POS | POS
Pac8ISF [LVC| 3610 | POS |NEG NEG <1/40 | NEG | 0,091 | NEG | POS
Pac9ISF [LVC| 5374 | POS [NEG NEG <1/40 | NEG | 0,002 | NEG | NEG
Pac 10 ISF [LVC| 3790 | POS [NEG NEG 1/160 | POS | 1,206 | POS | POS
Pac 11 ISF [LVC| 2,726 | POS |NEG NEG 1/80 | POS | 1,413 | POS | POS
Pac 12 ISF[LVC| 7,231 | POS [NEG NEG 1/320 | POS | 0,410 | POS | POS
Pac 13 ISF|LVC| 5247 | POS |NEG NEG 1/80 | POS | 0,642 | POS | POS
Pac 14 ISF [LVC| 9,987 | POS [NEG NEG 1/160 | POS | 0,761 | POS | POS

Tabla 9. Resultado de la respuesta linfoproliferativa, Ln-PCR, qPCR (parésitos/ug DNA), IFIl, ELISA (D.O.:
densidad Optica) y rk39-ICT de los pacientes inmunosuprimidos farmacolégicamente (ISF) con leishmaniasis visceral
activa (LVA) y leishmaniasis visceral curada (LVC).

El calculo de la curva ROC demostré que la respuesta linfoproliferativa frente al
antigeno SLA, resulta 100% sensible y especifica para establecer la cura en pacientes
inmunosuprimidos farmacolégicamente, encontrandose el punto de corte de la técnica
en un indice de estimulacion de 2,626 (tabla 11a anexos, pagina 156). Esto hace que en
esta tesis utilicemos este ensayo como test de referencia para establecer la cura en este

grupo de pacientes.
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Todos los pacientes inmunosuprimidos farmacolégicamente con leishmaniasis visceral
activa (Tabla 9, LVA) presentaban una respuesta linfoproliferativa con un indice de
estimulacion negativo, al igual que ocurria en los pacientes inmunocompetentes. Tras la
cura, los pacientes presentaban una respuesta linfoproliferativa con un indice de
estimulacion positivo (Tabla 9, LVC), que en el caso de los pacientes aqui evaluados es
independiente del tratamiento inmunosupresor que se le administre, del momento de su
reintroduccion y del tipo de enfermedad autoinmune que padezca (Tabla 5a anexos,
pagina 153).

La determinacion de la proliferacién frente a la PHA, demostré que todos los pacientes
son capaces de proliferar de manera inespecifica y por tanto que las células son viables
(tabla 13a anexos, pagina 157) sin diferencias en la respuesta inespecifica entre los

pacientes activos y los curados.

4.2.2.1 Estudio de la secrecion de citoquinas y granzima B en los pacientes

inmunosuprimidos farmacologicamente con leishmaniasis visceral activa y curada

Con el objetivo de determinar el perfil de la respuesta inmune celular que presentaban
los pacientes se midio la produccién de citoquinas relacionadas con la respuesta Thi,
Th2 y Th17 ademas de la granzima B en los sobrenadantes de cultivo de las PBMCs

estimuladas.

Tras el andlisis estadistico comparativo de los resultados obtenidos en los pacientes
activos frente a los pacientes curados en relacion a la respuesta linfoproliferativa,

encontramos diferencias significativas entre ambos grupos (p= 0.0002) (Figura 33 A).

Siendo la respuesta linfoproliferativa nuestro test de referencia, calculamos empleando
la curva ROC la sensibilidad y la especificidad que presentaban la produccion de
citoquinas y granzima B. Encontramos que ninguna de ellas resulta igual de sensible
que la respuesta linfoproliferativa, siendo igual de especificas (tabla 11a anexos, pagina
156).

Ninguno de los pacientes con enfermedad activa presento secrecion IFN-y ni de TNF-a,
presentando 1 de ellos produccion de granzima B. De los pacientes curados, 13 de los
14 presentaban una produccion especifica de IFN-y y de granzima B (Figura 33 B y D),
ademéas 10 de ellos también producian especificamente TNF-a (Figura 33 C). Al

comparar los resultados con los obtenidos en los pacientes con leishmaniasis visceral
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activa puede verse que existen diferencias significativas (IFN-y p=0.0007; TNF-a
p=0.009; GB p=0.002).

La produccion media de IFN-y en los pacientes curados fue de 531,11 pg/ml, frente a
una produccion media de 25,56 pg/ml que mostraron los pacientes con enfermedad
activa. En el caso de la produccion media de TNF-a en los pacientes curados fue de
68,46 pg/ml, en contraste con la de los pacientes con enfermedad activa que fue de 0,10
pg/ml. En el caso de la granzima B la produccion media en los pacientes curados fue de
3788,96 pg/ml, frente a 114,12 pg/ml que mostraron los pacientes con enfermedad
activa.
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Figura 33. (@) Indice de estimulacion de las PBMCs estimuladas con SLA de los pacientes inmunosuprimidos
farmacoldgicamente con leishmaniasis visceral activa y curada. Produccion de citoquinas tras la estimulacién con
SLA de los pacientes inmunosuprimidos farmacoldgicamente con leishmaniasis visceral activa y curada (b) IFN-y (c)
TNF-a (d) Granzima B.

Ninguno de los pacientes presentd secrecién de IL-10 o IL-17 ni en el momento activo

ni en el momento curado.

En los pacientes en los que se pudo obtener muestra del momento activo y del momento
curado (n=5) pudo verse no solo que el indice de estimulacion pasa de negativo a

positivo aumentando de manera significativa (p=0,002), sino que la produccion
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especifica de IFN-y, TNF-a y granzima B aumentan de manera significativa tras la cura

(p=0,002) (figura 3a anexos, pagina 160).

La caracteristica principal de los pacientes inmunosuprimidos farmacol6gicamente que
desarrollan una respuesta inmune celular efectiva frente al parasito es el desarrollo de

una respuesta linfoproliferativa positiva frente al antigeno SLA (Figura 34).
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Figura 34. NOmero de casos negativos (rosa) y positivos (amarillo) de los pacientes inmunosuprimidos
farmacoldgicamente con leishmaniasis visceral activa (LVA) y con leishmaniasis visceral curada (LVC) en relacion
al indice de estimulacion (IS) y la produccidn en los sobrenadantes de cultivo de IFN-y, TNF-a y granzima B (GB).

4.2.2.2 Seguimiento de los pacientes inmunosuprimidos farmacolégicamente con

leishmaniasis visceral

En los pacientes inmunosuprimidos farmacologicamente es necesario realizar un
seguimiento clinico estrecho, debido a las enfermedades autoinmunes que padecen. En
nuestro trabajo, realizamos el seguimiento de la respuesta inmune celular frente a
Leishmania de siete de los pacientes inmunosuprimidos farmacoldgicamente con

leishmaniasis visceral.

Para llevar a cabo este seguimiento se empled la respuesta linfoproliferativa, ya
previamente lo habiamos establecido como nuestro test de referencia, y la produccion
especifica de IFN-y, ya que fue la citoquina que presentd0 mejor sensibilidad y

especificidad (tabla 11a anexos, pagina 156).

Los pacientes 1, 5y 6 son capaces de desarrollar una respuesta inmune especifica frente
al paréasito entre tres y seis meses después del tratamiento de la leishmaniasis visceral,

manteniendo la respuesta inmune generada a lo largo del tiempo (Tabla 10).

En los pacientes 3 y 4 el desarrollo de la respuesta inmune especifica frente al parasito
no se produce hasta el mes 9 tras el tratamiento (Tabla 10). Este retraso en el desarrollo

de inmunidad puede encontrarse influido porque en el paciente 3 no se retird el
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tratamiento inmunosupresor durante el tratamiento de la leishmaniasis y en el paciente 4

se reintrodujo solo 15 dias después de finalizarlo (Tabla 5a anexos, pagina 153).

Indice de estimulacién

Activo [ 3meses | 6 meses | 9 meses | 12 meses | 24 meses Estatus
7,12 5,69
8,24

Pac1ISF Sin recaida
Pac2ISF

Pac3ISF

Sin recaida

Pac4ISF 6,03 2,64 Sin recaida
Pac5ISF 5,08 Sin recaida
Pac6ISF 2,82 6,48 6,99 Sin recaida
Pac7ISF 15,00 | 110 [ Recaida |
IFN-y
Activo | 3 meses | 6 meses | 9 meses | 12 meses | 24 meses | Estatus

Sin recaida

Pac1ISF 93,72 98,96
Pac2ISF

Pac3ISF

165,41 Sin recaida

Pac4ISF 1768,33 203,21 Sin recaida
Pac5ISF 675,84 1896,41 Sin recaida
Pac6ISF 859,74 85,53 368,53 Sin recaida

Tabla 10. Seguimiento a lo largo del tiempo de 7 pacientes inmunosuprimidos farmacoldgicamente (ISF) que
tuvieron leishmaniasis visceral En rojo se muestran los datos negativos de la respuesta linfoproliferativa expresada
como indice de estimulacion y produccion, en verde se muestras los datos positivos.

Cabe destacar el caso concreto del paciente 2 (Tabla 10, Pac 2 ISF) y del paciente 7
(Tabla 10, Pac 7 ISF) que 12 y 24 meses, respectivamente, después de la cura clinica de
la enfermedad presentaron un indice de estimulacion negativo y una produccion de IFN-
y negativa. Ambos pacientes sufrieron una recaida de la leishmaniasis visceral pasados

8 meses y una semana después, respectivamente, de la toma de la muestra analizada.

4.2.3 Caracterizacion molecular, serologica y celular de los pacientes infectados

por el VIH con leishmaniasis visceral activa y curada

Para caracterizar la respuesta inmune antes y tras el tratamiento de pacientes
coinfectados VIH-Leishmania, se analizaron 5 muestras correspondientes a dos
pacientes VIH+ con leishmaniasis visceral activa (cuatro recaidas de uno de ellos) y 10

pacientes VIH+ con leishmaniasis visceral curada.
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En estos pacientes se considera el momento de la cura clinica como la ausencia de
clinica méas de tres meses después del tratamiento, siendo necesario administrarles ciclos

de profilaxis secundaria de manera periodica.

En el caso de la enfermedad activa (0 momento recaida), 3 de los 5 pacientes presentan
PCR positiva con carga parasitaria detectable por qPCR. Tras la cura clinica de la
enfermedad el paciente 9 y el 10 contindan con Ln-PCR positiva y carga parasitaria
detectable (Tabla 11).

Los datos de IFI y ELISA obtenidos muestran que en el momento de enfermedad activa
(LVA) (o momento recaida) estas pruebas son positivas en los 5 casos. Tras la cura
clinica (LVC) hay 7 pacientes en los que ambas pruebas contindan siendo positivas, 2
en las que ambas fueron negativas y 1 en el que el IFI fue negativo mientras que el
ELISA fue positivo (Tabla 11).

Los resultados obtenidos con el test rk39-ICT muestran que en el momento de
enfermedad activa todos presentan un resultado del test positivo. Tras la cura clinica el

resultado es positivo en 5 de los pacientes (Tabla 11).

Respuesta Ln- |qPCR (p/ug IFI (titulo) | ELISA (D.O.) rk39-
linfoproliferativa |PCR| DNA) ICT

PacVIH1 |LvC| 6145 | POS [NEG| NEG |<1/40|NEG|0,030| NEG |NEG
PacVIH2 |LvC| 4988 | POS |NEG| NEG |[<1/40|NEG|0,438| POS |POS
PacVIH3 |[LvC| 8693 | POS [NEG| NEG | 1/160 | POS |0,435| POS |NEG
PacVIH4 |LvC| 7,415 | POS |NEG| NEG 1/80 | POS| 0,176 | POS |NEG
PacVIH5 |LVC| 4,645 | POS |NEG| NEG 1/80 | POS| 0,256 | POS |NEG
PacVIH6 |LVC| 4608 | POS |NEG| NEG |<1/40 |NEG|0,049| NEG |NEG
PacVIH7 |Lvc| 1,111 | NEG |NEG| NEG 1/80 | POS | 0,365 | POS |POS
LVA| 0854 | NEG |POS| 7,690 | 1/160 |POS |1,287| POS |POS
LVA| 0931 | NEG |NEG| NEG | 1/160 | POS |1,541| POS |POS
PacVIH8 |LvA| 1,188 | NEG [POs| 1,063 | 1/160 |POS|1,571| POS |POS
LVA| 2113 | NEG |NEG| NEG | 1/160 |POS|1,773| POS |POS
Lvc| 4116 | Pos |NEG| NEG | 1/160 | POS | 1,177| POS |POS
PacVIH9 |[LVC| 1,036 | NEG |POS| 3326436 | 1/160 | POS | 1,455 | POS |POS
LVA| 0887 | NEG |POS| 3275620 | 1/320 | POS | 3,101 POS |POS
LVC| 1,249 | NEG |POS| 10270,473 | 1/80 | POS | 0,155 | POS |POS

Pac VIH 10

Tabla 11. Resultado de la respuesta linfoproliferativa, Ln-PCR, qPCR (parasitos/pig DNA), IFI, ELISA (D.O:
densidad Optica) y rk39-ICT de los pacientes infectados por el VIH con leishmaniasis visceral activa (LVA) y
leishmaniasis visceral curada (LVC).
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Mediante el andlisis de la curva ROC se obtuvo que la respuesta linfoproliferativa frente
al antigeno SLA es 94,44 sensible y 100% especifica (tabla 12a anexos, pagina 156),
con un valor de punto de corte de 2,381.

Como ocurria en el caso de los pacientes inmunocompetentes e inmunosuprimidos
farmacologicamente, los pacientes VIH+ con leishmaniasis visceral activa presentaban
una respuesta linfoproliferativa con un indice de estimulacion frente al antigeno SLA
negativo. En el caso de estos pacientes, tras la cura clinica de la enfermedad la respuesta
linfoproliferativa presentaba indice de estimulacion positivo en 7 de los 10. A pesar de
la inmunosupresion causada por el virus, todos los pacientes presentaban una respuesta

linfoproliferativa frente a la PHA (tabla 13a anexos, pagina 157).

4.2.3.1 Estudio de la secrecion especifica de citoquinas en los pacientes infectados

por el VIH con leishmaniasis visceral activa y curada

Dentro del objetivo de caracterizar la respuesta inmune frente a Leishmania de pacientes
infectados por el VIH, con leishmaniasis visceral activa y curada, estudiamos el perfil

de citoquinas y granzima B que estos pacientes presentaban.

En la figura 35A se encuentra representada la respuesta linfoproliferativa, expresada
como indice de estimulacion, de los pacientes activos y los pacientes curados,
encontrandose que existen diferencias estadisticamente significativas entre ambos

grupos (p=0.008).

El andlisis de la curva ROC, demostré que la produccion de IFN-y presenta una
sensibilidad mejor, del 96,75%, que la respuesta linfoproliferativa para establecer la

cura en los pacientes coinfectados VIH-Leishmania (tabla 12a anexos, pagina 156).

Ninguno de los pacientes con enfermedad activa presentaba produccién especifica de
IFN-y ni de granzima B, solamente uno presentaba produccién de TNF-o tras la
cuantificacion de los niveles en los sobrenadantes de cultivo (Figura 35 B-D).
Observamos que 8 de los 10 pacientes curados presentaban una secrecion especifica de
IFN-y (Figura 35B), que en 6 de los pacientes viene acompafiada también de una
secrecion especifica de TNF-a y en 7 granzima B (Figura 35 C y D). Al comparar los
resultados con los obtenidos en los pacientes con leishmaniasis visceral activa puede

verse que existen diferencias significativas en los niveles de IFN-y (p=0.036).
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La produccion media de IFN-y en los pacientes curados fue de 831,29 pg/ml, frente a
una produccién media de 3,61 pg/ml que mostraron los pacientes con enfermedad
activa. En el caso de la produccion media de TNF-a en los pacientes curados fue de
196,95 pg/ml, en contraste con la produccién media de los pacientes con enfermedad
activa que fue de 29,09 pg/ml. En el caso de la granzima B la produccién media en los
pacientes curados fue de 2043,85 pg/ml, frente a la produccién media de 25,27 pg/ml

que mostraron los pacientes con enfermedad activa.
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Figura 35. (a) Indice de estimulacion de las PBMCs estimuladas con SLA de los pacientes infectados con el VIH
con leishmaniasis visceral activa y curada. Produccion de citoquinas tras la estimulacion con SLA de los pacientes
infectados con el VIH con leishmaniasis visceral activa y curada (b) IFN-y (c) TNF-a (d) Granzima B.

Ni en el momento activo de la enfermedad ni en el momento curado se detectd

secrecion de IL-10 ni de IL-17 en los pacientes estudiados.

En el caso de los pacientes incluidos en nuestro estudio coinfectados VIH-Leishmania
la cura de la leishmaniasis visceral se relaciona con una produccion especifica de IFN-y
que puede ir acompafiada de una respuesta linfoproliferativa frente al SLA positiva
(Figura 36).
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Figura 36. Numero de casos negativos (rosa) y positivos (Amarillo) de los pacientes VIH+ con leishmaniasis
visceral activa (LVA) y con leishmaniasis visceral curada (LVC) en relacién al indice de estimulacion (IS) y la
produccion en los sobrenadantes de cultivo de IFN-y, TNF-a y granzima B (GB).

No existe consenso sobre la retirada y el mantenimiento de la profilaxis secundaria en
los pacientes VIH+ curados de leishmaniasis. Uno de los predictores que se han
utilizado tradicionalmente es el nimero de linfocitos TCD4+, estableciéndose que es
necesaria la profilaxis secundaria cuando estos se encuentran por debajo de 200

células/mm?.

Con el fin de establecer si la respuesta inmune celular que hemos caracterizado en
nuestra poblacion de pacientes coinfectados VIH-Leishmania, es dependiente de los

niveles de linfocitos TCD4+ y TCD8+ se estudio si existia 0 no correlacion entre estos
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Figura 37. (a) Correlacion del indice de estimulacion con el nivel de linfocitos TCD4+, (b) de los niveles de IFN-y
con el nivel de linfocitos TCD4+, (c) del indice de estimulacion con el nivel de linfocitos TCD8+, (d) de los niveles
de IFN-y con el nivel de linfocitos TCD8+ de los pacientes coinfectados VIH-Leishmania clinicamente curados.
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En la poblacion de pacientes clinicamente curados coinfectados VIH-Leishmania que
hemos estudiado la respuesta inmune desarrollada frente al parasito es independiente de
los niveles de linfocitos TCD4+ y de los niveles de linfocitos TCD8+. Esto se ve con la
débil correlacién que hay entre el indice de estimulacion y los niveles de TCD4+ y de
TCD8+ (Figura 37 Ay C); y la débil correlacion entre el IFN-y y los niveles de TCD4+
y de TCD8+ (Figura 37 B y D).

4.2.3.2 Seguimiento de los pacientes coinfectados VIH-Leishmania

En los pacientes infectados por el VIH la necesidad de acudir al hospital para el control
de la carga virica y para recoger el tratamiento antirretroviral, nos permitio realizar el
seguimiento de la respuesta inmune frente a Leishmania de 5 pacientes VIH+ que

habian sufrido leishmaniasis visceral.

Debido a que habiamos comprobado que la respuesta linfoproliferativa y la produccion
especifica de IFN-y eran las técnicas que mejor sensibilidad y especificidad mostraban
(tabla 11a anexos, pagina 156), el seguimiento se realiz6 empleando ambas.

El paciente 6 desarrolla una respuesta inmune patente y efectiva frente al parasito,
caracterizada por una respuesta linfoproliferativa positiva y la produccién de IFN-y.
Esto ha permitido la retirada de la profilaxis secundaria sin recaidas hasta la fecha (56

meses desde la retirada de la profilaxis).

En el caso del paciente 7 no es capaz de desarrollar una respuesta linfoproliferativa
positiva, sin embargo existe una produccién de IFN-y que al mantenerse constante a lo
largo del tiempo ha permitido la retirada de la profilaxis secundaria sin recaidas hasta la

fecha (16 meses desde la retirada de la profilaxis).

El paciente 8 no es capaz de desarrollar una respuesta inmune frente al parasito durante
los primeros meses, lo que provoca que aun administrandosele profilaxis secundaria
sufra varios episodios de recaidas. 33 meses después del primer episodio activo de LV y
3 desde la ultima recaida, el paciente presenta una respuesta linfoproliferativa positiva
acompafiada de una produccion de IFN-y, que permite la retirada de la profilaxis

secundaria sin recaidas hasta la fecha (23 meses desde la retirada de la profilaxis).

Ni el paciente 9 ni el 10 son capaces de desarrollar una respuesta inmune celular
especifica frente al parasito, lo que no hace posible la retirada de la profilaxis

secundaria debido al alto riesgo de recaida que presentan.
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Indice de estimulacién

Activo |11 meses |16 meses |19 meses |24 meses | 26 meses [ 29 meses |31 meses |33 meses |37 meses |42 meses | 59 meses

Pac 6 VIH 4,61 3,31 4,86 7,74
Pac 7 VIH
Pac 8 VIH
Pac9 VIH
Pac 10 VIH
IFN-y

Activo |11 meses |16 meses |19 meses |24 meses [ 26 meses [ 29 meses [ 31 meses [ 33 meses |37 meses |42 meses | 59 meses
Pac 6 VIH 2743,19 | 557,59 | 4023,58 704,72
Pac 7 VIH 470,21 47,44 | 1184,48 | 100,21 | 4993,41 | 624,19 | 220,59
Pac 8 VIH 76,44 398,37
Pac9 VIH
Pac 10 VIH

Tabla 12. Seguimiento a lo largo del tiempo de 5 pacientes infectados por el VIH que tuvieron leishmaniasis visceral.
En rojo se muestran los datos negativos de la respuesta linfoproliferativa expresada como indice de estimulacion y
produccion de IFN-y, en verde se muestras los datos positivos.

Debido a que en los pacientes coinfectados VIH-Leishmania la profilaxis secundaria se
administra de manera periodica, estudiamos dos muestras separadas en el tiempo de los
10 pacientes VIH+ que sufrieron leishmaniasis visceral, con el objetivo de comprobar si
la repuesta inmune celular que presentaban se mantenia en el tiempo y estudiar si se

podia retirar la profilaxis secundaria cuando los pacientes desarrollaban esta respuesta.

En la tabla 13 se muestra los resultados de los 10 pacientes coinfectados VIH-
Leishmania en el momento de la toma de la primera muestra y de la ultima. A tres de
los pacientes (Pac VIH 1, 2 y 3) ya se les habia retirado la profilaxis secundaria en el
momento de la toma de la primera muestra (estatus basal) presentando una respuesta
inmune celular frente al parasito positiva que se mantiene afios después de la retirada

de la profilaxis.

Seis de los diez pacientes se encontraban en profilaxis secundaria (Pac 4 a 9) y en el
momento de la enfermedad activa en el caso del paciente 10, sin haberle administrado
aun tratamiento frente a la leishmaniasis en el momento de la toma de la muestra. Puede
verse que tres de estos pacientes (Pac 4 a 6) son capaces de desarrollar una respuesta
inmune celular especifica frente a Leishmania, que se mantiene a lo largo del tiempo y
se caracteriza por una respuesta linfoproliferativa positiva (indice de estimulacion

mayor de 2,381) y una produccion especifica de IFN-y (concentracion mayor de 31,48

pg/ml).

Cabe destacar el caso del paciente 7, que en ninguna de los analisis realizados presenta

una respuesta linfoproliferativa con un indice de estimulacion positivo, sin embargo si
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que presenta una produccion especifica de IFN-y en el sobrenadante de cultivo. Esta
produccion permite la retirada de la profilaxis secundaria en este paciente.

El desarrollo de una respuesta linfoproliferativa con un indice de estimulacién positivo

y la produccion especifica de IFN-y que presenta el paciente 8, permite que en este

paciente también se le retire la profilaxis secundaria.

Estatus basal TCD‘;+ Indice d.g IFN-y CEE/(EJQR Estatus Indice d.g IFN-y CEE/CugR TCD43«+ Mantenimiento Tiempo sin recaidas
(mm?°) | estimulacion | (pg/ml) DNA) estimulacion| (pg/ml) DNA) (mm?) Profilaxis ni profilaxis

Pac VIH 1 |Sin profilaxis| 39,74 6,15 56,53 | NEG | Sin profilaxis 4,63 147,61 | NEG | 284,97 NO 7 afos 7 meses
Pac VIH 2 |Sin profilaxis | 644,80 4,99 997,85 [ NEG | Sin profilaxis 9,59 874,35 [ NEG | 439,70 NO 6 aflos 7 meses
Pac VIH 3 |Sin profilaxis| 213,65 8,69 2834,07 | NEG | Sin profilaxis 7,21 257,63 | NEG [399,33 NO 11 afios 2 meses
Pac VIH 4 |En profilaxis | 669,58 7,42 995,38 | NEG | Sin profilaxis 7,17 446394 | NEG (624,77 NO 6 afios
Pac VIH 5 |En profilaxis [ 234,36 4,65 2436,11| NEG | Sin profilaxis 15,35 2270,62 | NEG | 321,90 NO 5 afios 1 mes
Pac VIH 6 |En profilaxis [ 187,26 4,61 2743,19| NEG | Sin profilaxis 7,74 704,72 | NEG | 380,59 NO 4 afios 8 meses
Pac VIH 7 |En profilaxis | 77,76 1,11 470,21 | NEG | En profilaxis 1,06 220,59 [ NEG | 39,75 NO 1 afio 4 meses
Pac VIH 8 |En profilaxis | 63,88 1,67 0,00 En profilaxis 4,12 398,37 | NEG | 176,68 NO 1 afio 11 meses
Pac VIH 9 |En profilaxis [ 208,75 1,04 0,00 En profilaxis 1,78 0,00 95,82 SI En profilaxis
[Pac viH 10 [ IVECIVARI D8N 0389 0,00 En profilaxis | 1,25 0,00 40,20 sl En profilaxis

Tabla 13. Datos de las dos tomas de muestra, separadas en el tiempo de los pacientes coinfectados VIH-Leishmania
con respecto al: nimero de TCD4+ (verde >200 cls/mm?), respuesta linfoproliferativa expresada mediante el fndice
de estimulacion (verde positivo, amarillo negativo), produccién especifica de IFN-y (verde positiva, amarillo
negativa) qPCR (rojo positiva: cuantificacion del nimero de paréasitos).

En los 8 pacientes que, tras el tratamiento, han sido capaces de desarrollar una respuesta
inmune celular especifica frente al parasito mantenida a lo largo del tiempo
caracterizada por la produccion especifica de IFN-y en los sobrenadantes de cultivo
estimulados con el antigeno SLA, se ha podido retirar la administracion de la profilaxis
secundaria, sin recaidas hasta la fecha habiendo pasado como minimo 1 afio y 4 meses

desde la retirada de la profilaxis al ultimo paciente.

4.2.4 Estudio de las subpoblaciones linfocitarias circulantes de los pacientes con
leishmaniasis visceral activa y curada inmunocompetentes, inmunosuprimidos

farmacoldgicamente e infectados por el VIH

Se sabe que la infeccion por Leishmania en pacientes inmunocompetentes como
inmunosuprimidos provoca una deplecion generalizada de las distintas poblaciones
celulares. Con el objetivo de conocer los valores de las distintas subpoblaciones
celulares que presentan todos los pacientes estudiados y, si existen diferencias entre el
estado activo y curado de la enfermedad, se evaluaron los niveles de las subpoblaciones

celulares en sangre completa.
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Al analizar los niveles de linfocitos T CD3+, linfocitos T CD4+, linfocitos T CD8+,
celulas B, células NK vy linfocitos totales, los resultados demostraron que existe una
deplecion generalizada de las subpoblaciones celulares en el momento de la enfermedad

activa de los tres grupos de pacientes estudiados (Figura 38).
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Figura 38. (a) Niveles de linfocitos T CD3+, (b) T CD4+, (c) T CD8+, (d) linfocitos totales, (e) células B y (f)
células NK de los pacientes con leishmaniasis visceral activa (LVA) y curada (LVC) inmunocompetentes (IC),
inmunosuprimidos farmacolégicamente (ISF) e infectados por el VIH (VIH). Lineas punteadas negras: limites de
normalidad de las poblaciones celulares establecidos en la practica clinica. Linea roja: linfocitos TCD4+ 200
células/mm?®.

Al analizar los niveles de la subpoblacion de células NK-T observamos que no existen
diferencias entre el momento de la enfermedad activa y la cura clinica en ninguno de los

grupos estudiados (figura 1a anexos, pagina 158).

Tras la cura de la enfermedad se observa que hay una recuperacidon de los niveles
celulares en todos los grupos de manera generalizada, alcanzandose valores que se

encuentran dentro de los rangos de normalidad.

Esta recuperacion no es tan patente en el caso de las células B de los pacientes
inmunosuprimidos farmacol6gicamente, pudiéndose deber a un efecto del tratamiento
inmunosupresor al que se encuentran sometidos. Ademas, los sujetos infectados por el
VIH, a pesar de estar en terapia antirretroviral con buena adherencia, no son capaces de

restablecer el nUmero de linfocitos TCD4+.
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4.2.5 Resumen de las caracteristicas generales de los pacientes con leishmaniasis

visceral activa y curada

Nuestros resultados muestran que tanto los pacientes inmunocompetentes, como los
inmunosuprimidos farmacolégicamente como los infectados por el VIH que tras sufrir
leishmaniasis visceral reciben un tratamiento efectivo, son capaces de desarrollar una

respuesta inmune celular de tipo Thl frente al parasito.

Esta respuesta inmune celular se caracteriza por presentar una respuesta
linfoproliferativa con un indice de estimulacion positivo en los pacientes curados y una

produccion especifica de IFN-y.

Aunque solamente la respuesta linfoproliferativa frente al antigeno SLA ha resultado ser
100% sensible y especifica en el caso de los pacientes inmunosuprimidos
farmacoldgicamente, en los tres grupos hemos podido relacionar la ausencia de la

respuesta inmune celular con la aparicion de recaidas de la enfermedad activa.
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Figura 39. Respuesta linfoproliferativa y produccion especifica de IFN-y tras la estimulacion con SLA de los sujetos:
inmunocompetentes (IC) con leishmaniasis visceral activa (LVA) y curada (LVC); inmunosuprimidos
farmacoldgicamente (ISF) con leishmaniasis visceral activa (LVA) y curada (LVVC); infectados por el VIH (VIH) con
leishmaniasis visceral activa (LVA) y curada (LVC).
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5. Discusion

5.1 Medida de la respuesta inmune celular para la identificacion de sujetos
asintomaticos

La mayoria de las infecciones causadas por Leishmania son asintomaticas, lo que
dificulta las estrategias de control y eliminacion de la leishmaniasis (Singh, Hasker et al.
2014).

Es importante destacar que aun se desconoce el papel que estos sujetos asintomaticos
juegan en la transmision del parésito (Singh, Hasker et al. 2014). Mediante modelos
matematicos se ha sugerido que estos sujetos mantienen la trasmision del parasito
(Stauch, Sarkar et al. 2011, Le Rutte, Coffeng et al. 2016). Para establecer si los
portadores asintomaticos son infecciosos para los flebdétomos, actualmente se estan
llevando a cabo estudios de xenodiagnostico en India y Bangladesh (Chakravarty,
Hasker et al. 2019), sin datos publicados hasta la fecha.

Tampoco se conocen con claridad los factores implicados en el desarrollo de la
enfermedad clinica desde la infeccidn asintomatica (Singh, Hasker et al. 2014). El
estudio reciente llevado a cabo por Chakravarty y colaboradores propone un titulo alto
de DAT (> 1:25600), una alta densidad dptica en el ELISA frente al rk39 y una gPCR
positiva como marcadores para identificar a sujetos con mayor riesgo de desarrollo de

leishmaniasis visceral (Chakravarty, Hasker et al. 2019).

Las respuestas desarrolladas por un hospedador inmunocompetente asintomatico son
suficientes para mantener la infeccion latente bajo control. No obstante, existen
diferentes factores de riesgo que se han reportado para la activacion de la infeccion
asintomatica entre los que se incluyen la administracion de agentes modificantes de la
respuesta bioldgica, la infeccion por el VIH, el trasplante de Organos, diabetes
inadecuadamente controlada y el abuso de alcohol (Weisser, Khanlari et al. 2007, van

Griensven, Carrillo et al. 2014).

La falta de un test de referencia y de métodos validados para la deteccién de sujetos
asintomaticos ha dificultado la determinacién de la extension real de la infeccion por
Leishmania (Reesink 2005, Michel, Pomares et al. 2011)

e Los estudios publicados indican que la medida de anticuerpos circulantes es

insuficiente para detectar la infeccidn asintomatica por Leishmania en areas endémicas

101



Discusién

con parasitemia baja o intermitente (Das, Matlashewski et al. 2014, Ena, Pasquau et al.
2014). Esto es debido a que los sujetos asintomaticos generalmente presentan bajos
niveles de anticuerpos y cantidades discretas o indetectables de parasitos circulantes,
por lo que los métodos seroldgicos y moleculares pueden subestimar las tasas de
infeccion en estudios poblacionales.

En un estudio de vigilancia epidemioldgica llevado a cabo por nuestro grupo de
laboratorio en colaboracién con la Comunidad de Madrid en el afio 2015, encontramos
que el uso combinado de las pruebas serolégicas y moleculares arrojan unos datos de
prevalencia de la infeccion asintomatica del 1,12% (9/805), mientras que las pruebas
celulares demuestran una prevalencia del 20,71% (143/804) en el area endémica de
Fuenlabrada (Ibarra-Meneses 2019).

En el caso de los individuos que hemos estudiado en esta tesis, el uso de técnicas
serologicas (IFI y ELISA) y moleculares (Ln-PCR) en muestras de sangre completa, de
sujetos tanto inmunocompetentes como inmunosuprimidos que residen en una area
endémica como es el caso de Fuenlabrada, no nos ha permitido detectar a los sujetos
asintomaticos para la infeccion por Leishmania infantum. Esto apoya que el uso
exclusivo de estas técnicas para la deteccion de la infeccion asintomatica, sobre todo
cuando se evallUa una pequefia proporcion de la poblacion, provoca una subestimacion

en el reporte de este tipo de infeccidn.

e A diferencia de lo que sucede con la inmunidad humoral, la inmunidad celular
generalmente permanece positiva durante varios afios, incluso durante toda la vida del
individuo (Kar 1995, Werneck, Rodrigues et al. 2002). Es por ello que de manera
tradicional se ha utilizado el test en piel de leishmanina (LST) para realizar estudios de

prevalencia de infeccion asintomatica.

El estudio llevado a cabo por Gadisa y colaboradores en dos areas de Etiopia en nifios,
mostré que el porcentaje de infeccion asintomatica por Leishmania donovani que se
detecta empleando el LST es similar al que se obtiene utilizando de manera combinada
el test DAT vy el test rapido rk39-ICT (Gadisa, Custodio et al. 2012). No obstante, la
ausencia de buenas préacticas de fabricacion -en inglés good manufacturing practice
(GMP)- para su produccién hace que su uso no esté aprobada en paises europeos
(incluido en Espafia) y algunos no europeos; ademas, es una técnica invasiva que

provoca sensibilizacion en el individuo. Por ello, actualmente se estan buscando nuevas
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aproximaciones para el estudio de la infeccién asintomatica. Se ha visto que existe una
buena concordancia (98-100%) entre el LST y los ensayos de proliferacién celular
frente a antigenos del parasito evaluados in vitro en areas con altas tasas de transmision
(Sassi, Louzir et al. 1999, Carvalho, Aires et al. 2013) (Singh and Sundar 2014).
Ademas, la medida de la produccién de IL-2 tras la estimulacion de la sangre completa
con el antigeno soluble de Leishmania (SLA) ha arrojado resultados prometedores para
la deteccion de infeccion asintoméatica en individuos inmunocompetentes (lbarra-
Meneses, Carrillo et al. 2016).

e La inmunosupresién es un factor de riesgo para el desarrollo de leishmaniasis
visceral. Por ese motivo, la identificacion de sujetos que presenten infeccion
asintomatica no es solo importante para conocer la prevalencia real de la infeccion por
Leishmania, sino que existen argumentos a favor del cribado de la infeccion
asintomatica en individuos inmunocompetentes previo al inicio del tratamiento
inmunosupresor (ya sea a causa de enfermedades autoinmunes o por el trasplante de

organo solido).

De manera rutinaria en pacientes inmunocompetentes que van a ser sometido a un
tratamiento inmunosupresor se realiza un cribado de la infeccion por Mycobacterium
tuberculosis. En el caso de que el paciente presente una tuberculosis latente, se le
administra una profilaxis con isoniacida durante 6 a 9 meses o rifampicina mas
isoniacida durante 3 meses (Gomez-Reino, Carmona et al. 2007, Nisar, Rafiq et al.
2015), para evitar que desarrolle la enfermedad activa. La buena adherencia a estos

tratamientos reduce significativamente el riesgo de desarrollar tuberculosis.

En la actualidad, no se realiza ningun tipo de cribado de la infeccion por Leishmania,
aun sabiéndose que los pacientes inmunosuprimidos presentan mayor riesgo de
activacion de la infeccién latente. La identificacion de individuos con alto riesgo de
desarrollar la enfermedad, puede resultar beneficiosa en los programas de intervencion y
eliminacion (Vallur, Duthie et al. 2014).

5.1.1 Individuos inmunocompetentes

En este estudio, la utilizacion de la estimulacion de las células mononucleares de sangre
periférica (PBMCs) con el antigeno soluble de Leishmania (SLA), nos ha permitido

determinar que una parte importante de la poblacién inmunocompetente residente en
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Fuenlabrada es asintomética para la infeccién por Leishmania. Ademas todos estos
sujetos asintomaticos son capaces de producir de manera especifica IFN-y y TNF-a.

Es importante destacar que, en el tltimo manual publicado para la OMS se recomienda
el uso de la estimulacion de PBMCs con el antigeno SLA en combinacion con la
deteccion de citoquinas especificas para la caracterizacién de la respuesta inmune
celular frente a Leishmania en individuos inmunocompetentes, ademéas de presentar
potencial para sustituir al LST (Gradoni L 2017 ). Ademas, esta técnica tiene la ventaja
de permitir la medida de la respuesta inmune en repetidas ocasiones ya que evitan la
sensibilizacion que se genera en el sujeto cuando se utiliza el LST.

A la vista de los resultados obtenidos consideramos que la evaluacion de la respuesta
linfoproliferativa frente al antigeno SLA, es una buena herramienta para la deteccion de
individuos inmunocompetentes con infeccion asintomatica por Leishmania, pudiendo
aplicarse para estudios de deteccion de este tipo de infeccion en pacientes que van a ser

sometidos a terapias inmunosupresoras.

5.1.2 Individuos inmunosuprimidos farmacolégicamente

La administracion de un tratamiento anti-TNF puede provocar la reactivacion de una
enfermedad latente en infecciones como la tuberculosis (Roach, Bean et al. 2002, Ehlers
2003). Ya que tanto Leishmania spp. como Mycobacterium spp. se hospedan en el
mismo tipo de células y estan controladas por una respuesta inmune similar, puede
preverse que la neutralizacion del TNF aumenta la susceptibilidad al desarrollo de

enfermedad activa tras la infeccion por Leishmania (Singh, Kumar et al. 2016).

e En nuestro estudio hemos encontrado una poblacion de sujetos en tratamiento
inmunosupresor con distintos farmacos -incluidos neutralizadores del TNF- a causa de
distintas enfermedades autoinmunes, que son capaces de generar una respuesta inmune
tipo Thl, protectora frente al desarrollo de la forma clinica de la enfermedad y en

consecuencia permanecen asintomaticos.

e En el caso de los pacientes en tratamiento inmunosupresor incluidos en este
trabajo, midiendo de manera exclusiva la proliferacion celular frente al SLA,
encontramos un 27% de nuestra poblacion que presenta una respuesta situada en el
limite del punto de corte de la técnica. La medida de la produccion especifica de IFN-y

en los sobrenadantes de cultivo permitié establecer a aquellos que presentaban una
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infeccion asintomatica. Es mas, esta produccion especifica de IFN-y resulto 100%
sensible y especifica para detectar a los sujetos asintomaticos con respecto a la técnica

de linfoproliferacion.

Esta es la primera vez que se estudia una cohorte tan amplia sometida a tratamiento con
farmacos frente a la union del receptor del TNF residente en zona endémica que
presenta infeccion asintomatica por Leishmania. Estos sujetos -debido a la
inmunosupresion farmacoldgica- presentan un mayor riesgo de desarrollar la forma
clinica de la enfermedad. Es por ello que proponemos la posibilidad de monitorizar a
estos sujetos a lo largo del tiempo con el fin de prevenir el desarrollo de leishmaniasis

visceral.
5.1.3 Individuos infectados por VIH

La infeccion por el VIH incrementa el riesgo de desarrollar LV de 100 a 2300 veces en
areas endémicas, sin embargo una parte variable de los casos permanecen asintomaticos
(Who 2010). En Espafa, la coinfeccion VIH-Leishmania es el cuarto factor mas
importante en la progresion hacia el estado de SIDA, representando estos pacientes 1/3
de los casos de leishmaniasis visceral. Sin embargo, actualmente no se evalla la posible
infeccidn asintomatica por Leishmania en zonas endémicas, a pesar de que los pacientes

VIH+ tienen mayor riesgo de desarrollar LV si se infectan.

e Mediante el estudio de la respuesta inmune celular, en este trabajo hemos podido
caracterizar a un grupo de sujetos VIH+ con infeccion asintomatica por Leishmania,
cuya principal caracteristica es que son capaces de generar una respuesta inmune tipo
Thl frente al pardsito. Los sujetos VIH+ que hemos estudiado en este trabajo, se
encuentran en tratamiento TARGA con buena adherencia y respuesta, lo que favorece
una mejora de la inmunidad celular de estos individuos. Todo lo anterior ha podido
contribuir a que, aun cuando se encuentran expuestos a la infeccion por Leishmania

infantum, permanezcan asintomaticos.

Nuestros resultados muestran que la medida de la proliferacion celular de las PBMCs
frente al antigeno SLA, es un marcador 100% sensible y especifico de la infeccidén
asintomatica en los individuos VIH+. Estos sujetos también se caracterizan por producir

de manera especifica IFN-y en los sobrenadantes de cultivo celular.
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e En la infeccion asintomtica por Leishmania no se aplica un tratamiento
preventivo, debido a que la toxicidad de los medicamentos actuales no justifica su uso
en individuos asintomaticos (Who 2010). Sin embargo, el mayor riesgo que presentan
los individuos inmunosuprimidos de desarrollar la enfermedad activa, pone de
manifiesto la necesidad de monitorizar su respuesta celular frente al parésito a lo largo

del tiempo.

En este sentido, hemos llevado a cabo un estudio preliminar de seguimiento en parte de
los sujetos inmunosuprimidos asintomaticos. Los datos preliminares muestran que la
respuesta inmune celular que hemos caracterizado en la primera muestra se mantiene en
el tiempo (dos afios de seguimiento) sin que ninguno desarrolle la enfermedad activa.
Sin embargo, desconocemos si la pérdida de la inmunidad se asocia con la enfermedad

activa.

Nuestros resultados muestran la necesidad de llevar a cabo un seguimiento prolongado
de los pacientes inmunosuprimidos asintomaticos, independientemente del agente
causal de la inmunosupresion, con el fin de predecir aquellos que pueden llegar a
desarrollar leishmaniasis visceral. El estudio de la respuesta linfoproliferativa y de la
produccién de IFN-y de manera especifica por las PBMCs en respuesta al antigeno del
parasito, son una buena herramienta que permiten llevar a cabo este seguimiento a partir

de la toma de una muestra poco invasiva y sin sensibilizar al individuo estudiado.

Los estudios que hemos llevado a cabo, se limitan a analisis en muestras de sangre
completa. La falta de deteccion de parasitos en sangre completa no significa
necesariamente gue no se encuentren en los 6rganos diana del paréasito (bazo, higado o
médula dsea), pudiendo dar lugar en algin momento a la reactivacion de la enfermedad
(van Griensven, Carrillo et al. 2014). Las condiciones de inmunosupresion son el factor
de riesgo individual principal para que esta activacion se produzca; sin embargo, la
toma de muestra de esos drganos es un procedimiento invasivo que no justifica su
extraccion en sujetos sanos. Ademas, residir en una zona de alta endemicidad aumenta
el riesgo de exposicion a la picadura del vector y la probabilidad de una nueva infeccion

con el parasito.

Para validar estos resultados, es necesario llevar a cabo estudios para la deteccion de

infeccién asintomatica en otras areas endémicas, en poblaciones con otro tipo de
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inmunosupresiones (como las causadas por la malnutricion) y en poblaciones VIH+

cuyas condiciones basales no sean tan favorables.

5.2 Medida de la respuesta inmune celular para el seguimiento de pacientes con

leishmaniasis visceral

En ausencia de una vacuna para el uso en humanos, la mejor opcioén de tratamiento
contintda siendo la quimioterapia, que es una medida limitada por su toxicidad, su

moderada eficacia y elevado coste (Singh and Sundar 2014).

El tratamiento de la leishmaniasis visceral normalmente es efectivo, sin embargo
generalmente no se eliminan por completo los parasitos del organismo (Gupta, Oghumu
et al. 2013) y por lo tanto la cura de la LV no es estéril (Khalil, Khidir et al. 2013). En
los individuos inmunocompetentes, los parasitos residuales son contenidos por la
inmunidad mediada por células, otorgando cierto grado de proteccion. Sin embargo, en
los pacientes VIH+ dependiendo de la situacion inmunologica y de la respuesta celular
del paciente, este pequefio numero de parasitos residuales puede continuar replicandose
dando lugar a recaidas de la enfermedad que ademas son mas dificiles de curar (Petter,
Shetty-Lee et al. 2001).

Aunque la técnica Ln-PCR logra la deteccion de parasitos durante la leishmaniasis
visceral activa, después de la primera dosis de tratamiento el nimero de parasitos decae

rapidamente (Castro, Carrillo et al. 2016), lo que limita su deteccion con esta técnica.

Se ha reportado que la respuesta humoral puede mantenerse elevada incluso durante
afios después de la cura y de un tratamiento eficaz (Bhattarai, Van der Auwera et al.
2009, Gidwani, Picado et al. 2011, Srivastava, Gidwani et al. 2013), debido a la
exposicion repetida al parasito por la picadura del vector o por la eliminacién
incompleta del parasito del organismo (Bhattarai, Van der Auwera et al. 2009). Esto
hace que la serologia no sea recomendable para monitorizar a lo largo del tiempo el
resultado del tratamiento. Ademas, en los pacientes coinfectados VIH-Leishmania las
pruebas serologicas presentan una menor sensibilidad que en los pacientes
inmunocompetentes (Gradoni, Scalone et al. 1993, Cota, Gomes et al. 2012, Cota, de
Sousa et al. 2013).
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e En los diferentes pacientes que hemos estudiado en esta tesis doctoral, los
resultados muestran que tras la cura clinica de la enfermedad la PCR es negativa y aun
cuando el paciente recae puede ser negativa en sangre durante un periodo de tiempo.

También hemos podido comprobar que los valores de anticuerpos IgG frente a
Leishmania cuantificados mediante ELISA y mediante IFI, contintan siendo positivos
en muchos casos incluso varios meses después de la finalizacion del tratamiento. Lo
mismo sucede cuando se emplea el test rapido rk39. Estos resultados apoyan que estas
técnicas seroldgicas no son de utilidad para establecer la cura de los pacientes o realizar
la monitorizacion de la respuesta al tratamiento a lo largo del tiempo.

e La busqueda de marcadores en leishmaniasis ha emergido como una necesidad
no solo para la identificacion de marcadores de susceptibilidad o resistencia a la
infeccion o para la evaluacion de vacunas, sino fundamentalmente para monitorizar la

efectividad del tratamiento.

Desde hace afios, la busqueda y el desarrollo de un test de cura para la leishmaniasis
visceral valido tanto en pacientes inmunocompetentes como inmunosuprimidos, es uno

de los objetivos de investigacion principales identificados por la OMS (Who 2010).

5.2.1 Pacientes inmunocompetentes

La proteccion frente a la infeccién es dependiente del desarrollo de una inmunidad
celular fundamentalmente de tipo Thl, que activa la capacidad leishmanicida de los
macrofagos (Kemp 2000, Nylen and Sacks 2007). De hecho, la depresion de la
respuesta inmune celular se caracteriza por el fallo de las PBMCs a proliferar frente a
antigenos de Leishmania (Peruhype-Magalhaes, Martins-Filho et al. 2005, Hailu,
Gramiccia et al. 2009). En consecuencia, se necesita una herramienta que permita

evaluar la inmunidad celular de manera ex vivo sin sensibilizar al paciente.

Por ello, uno de nuestros objetivos ha sido evaluar la utilidad de la proliferacion celular
y la produccion de citoquinas y granzima B como herramienta para conocer la
inmunidad celular en pacientes activos y curados de leishmaniasis visceral

inmunoco mpetentes.

e Mediante este estudio hemos podido comprobar que existe una inmunodepresion

generalizada de la respuesta celular en los pacientes inmunocompetentes con
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leishmaniasis visceral activa que residen en Fuenlabrada. Tras recibir un tratamiento
farmacoldgico efectivo, los pacientes son capaces de generar una inmunidad especifica
frente al parasito que se caracteriza por la capacidad de sus PBMCs de proliferar frente
al antigeno SLA. Ademas existe una recuperacion generalizada de los niveles de las
subpoblaciones celulares, deplecionadas durante la enfermedad activa.

Aunque los pacientes con leishmaniasis visceral activa sufren de una funcionalidad de
los linfocitos comprometida que no les permite montar una respuesta inmune especifica
frente al paréasito, esta supresion no es completa ya que las PBMCs de los pacientes son
capaces de responder tanto proliferando como produciendo citoquinas frente al
mitdgeno PHA.

e En general entre el 90% y el 95% de los pacientes inmunocompetentes que
sufren leishmaniasis visceral presentan una buena respuesta al tratamiento, dandose
casos de falta de respuesta al tratamiento, muerte o toxicidad severa entre el 5% al 10%
de los pacientes (Murray, Berman et al. 2005, Cruz, Nieto et al. 2006).

En el caso de los pacientes inmunocompetentes que hemos estudiado, solo uno de los
catorce sufrié una recaida después de la finalizacion del tratamiento, lo que representa
un 7% de la poblacién. Esta recaida se encuentra asociada con su incapacidad de
generar una respuesta inmune celular frente al parésito. El resto de los pacientes
inmunocompetentes fueron capaces de desarrollar y mantener una respuesta inmune
protectora frente a Leishmania, que se mantuvo incluso un afio y medio después del

episodio de leishmaniasis visceral activa.

e La principal caracteristica utilizada para describir la respuesta de células T es la
magnitud, medida generalmente con un unico parametro, pero esto no refleja todo su
potencial funcional (Seder, Darrah et al. 2008). En este aspecto el rango de funciones de
las células T incluyen su habilidad para proliferar o inducir proliferacion en otras
células, organizar la repuesta inmune o mediar la secrecion de citoquinas. Estas
funciones pueden expresarse en unas combinaciones complejas que se han definido
como calidad de la respuesta de las células T, que es distinta del fenotipo o la frecuencia
de las células T (Seder, Darrah et al. 2008). Esto resulta importante en el caso de los
pacientes infectados por el VIH, en los que los niveles de TCD4+ se encuentran bajos.

Por todo lo anterior, un pequefio nimero de células de memoria pueden ser capaces y
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suficientes para montar una respuesta inmune secundaria (Moreno, Canavate et al.
2000).

En linea con lo anterior, otro de nuestros objetivos fue comprobar si en pacientes
inmunosuprimidos tanto farmacolégicamente como debido a la infeccion por el VIH,
aun cuando los niveles de linfocitos T CD4+ son bajos, son suficientes para desarrollar
una respuesta inmune frente a Leishmania tras la cura de LV y mantener esta respuesta

en el tiempo.

5.2.2 Pacientes inmunosuprimidos farmacolégicamente con leishmaniasis visceral

La introduccioén en la practica clinica de los medicamentos inmunosupresores ha
revolucionado el curso y el tratamiento de distintas enfermedades autoinmunes cronicas.
A pesar de su indudable efectividad, su uso se encuentra claramente ligado a un
aumento del riesgo de adquirir infecciones causadas por microorganismos oportunistas
(Bongartz, Sutton et al. 2006, Winthrop 2006, Dixon, Watson et al. 2007).

En los ultimos afios, se ha producido un aumento de las condiciones de
inmunosupresion no relacionadas con la infeccion por el VIH y la descripcion de casos
de leishmaniasis en estos pacientes. Este grupo comprende unas condiciones medicas
heterogeneas, que dificultan el control inmunoldgico de la LV y promueven desde la
reactivacion de la enfermedad latente hasta el fallo en el control de una nueva infeccion

(van Griensven, Carrillo et al. 2014).

Dado que la defensa del hospedador contra Leishmania se encuentra mediada por las
células T y las citoquinas secretadas, tales como el IFN-y o el TNF-a, la alteracion de
estos mecanismos, por determinadas enfermedades o medicamentos, aumentan la
probabilidad de desarrollar leishmaniasis visceral, la cronificacion de la infeccion y una
respuesta inadecuada frente al tratamiento (Sacks, Lal et al. 1987, Kemp, Hansen et al.
1992) (Uyemura, Pirmez et al. 1993).

e Tras el estudio de la proliferacién celular frente al antigeno SLA y la produccion
de citoquinas y granzima B en pacientes con LV sometidos a tratamiento
inmunosupresor, hemos podido comprobar que la respuesta celular frente al parasito es
ausente en la enfermedad activa. Tras la administracion de un tratamiento efectivo
frente a Leishmania se genera una inmunidad celular especifica, que puede cuantificarse

mediante la anterior aproximacion en los pacientes curados.
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e Se ha relacionado el uso de antagonistas del TNF-a con un mayor riesgo de
desarrollar leishmaniasis visceral (Guedes-Barbosa, Pereira da Costa et al. 2013),
respecto a otros tratamientos inmunosupresores. Sin embargo, en nuestra poblacion de
estudio este tratamiento es predominante entre los pacientes que permanecen
asintomaticos (tabla 2a anexos, péagina 150). Por el contrario entre los pacientes en
tratamiento inmunosupresor que desarrollaron leishmaniasis visceral, nueve de los
catorce estaban tratados con esteroides unicamente o en combinacion con otro farmaco
(tabla 5a anexos, pagina 153). En este sentido se ha descrito, en el modelo murino de
leishmaniasis visceral, que el uso continuado de esteroides induce una menor
produccion de IL-2, IFN-y, IL-4 y TNF-a, ademas de un incremento significativo de la
carga parasitaria en el bazo (Rousseau, Suffia et al. 1998).

Ademas, en un estudio retrospectivo reciente llevado a cabo en la Comunidad
Valenciana, se obtuvieron resultados similares en relacion al gran nimero de casos de
leishmaniasis visceral entre los pacientes tratados con esteroides. De los doce pacientes
inmunosuprimidos que desarrollaron LV, seis se encontraban bajo este tipo de

tratamiento (Ramos, Leon et al. 2017).

Otro medicamento inmunosupresor ampliamente utilizado para el tratamiento de
pacientes con enfermedades autoinmunes es el metotrexato, que también se ha asociado
con el desarrollo de leishmaniasis visceral. En nuestros pacientes, pudimos ver que el
segundo tratamiento mas empleado en esta poblacion fue el metotrexato, ya fuese solo o

en combinacion.

En la literatura actualmente solo hay descritos algunos estudios retrospectivos de casos
clinicos y revisiones (Fernandez-Guerrero, Aguado et al. 1987, Fernandez-Guerrero,
Robles et al. 2004, Ramos, Leon et al. 2017) sobre pacientes inmunosuprimidos
farmacoldgicamente que desarrollaron leishmaniasis visceral, siendo todos ellos

descripciones clinicas.

Este trabajo supone la primera vez que se caracteriza una amplia cohorte de pacientes
inmunosuprimidos (n=14) curados de leishmaniasis visceral que residen en la misma
zona endémica. Ademas, es la primera descripcién de la utilidad de la proliferacion
celular y la produccion de IFN-y como marcadores para establecer la cura de la LV en

este tipo de pacientes.
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e En los pacientes inmunosuprimidos farmacoldgicamente, las recaidas después de
un primer episodio de leishmaniasis visceral son menos frecuentes que en los pacientes
coinfectados VIH-Leishmania; sin embargo, estos pacientes continGan teniendo un
riesgo mayor de recaida que los sujetos inmunocompetentes (Aronson, Herwaldt et al.
2017). Con el objetivo de evaluar la utilidad de la proliferacion celular frente al SLA 'y
la produccion especifica de IFN-y como predictores de recaida, hemos seguido a lo

largo del tiempo a un grupo de pacientes sometidos a inmunosupresion terapéutica.

En los pacientes estudiados en esta tesis doctoral, hemos encontrado dos patrones de
respuesta diferente. Por un lado, un grupo de pacientes caracterizados por una
inmunidad celular frente a Leishmania mantenida, incluso una vez que se ha
reintroducido el tratamiento inmunosupresor, que no presentaron recaidas. Por otro
lado, dos pacientes perdieron la respuesta inmune especifica, lo que se relacion6 con la
aparicion de la enfermedad activa. Estas recaidas ocurrieron mas de 12 meses después
del episodio de leishmaniasis visceral. Esto pone de manifiesto que en estos pacientes es
necesario realizar un seguimiento mucho mas estrecho y continuado en el tiempo que el
que es necesario llevar a cabo en los pacientes inmunocompetentes curados de

leishmaniasis visceral.

Con los resultados obtenidos, y a pesar de la limitacién que supone el tamafio de nuestra
poblacion, consideramos que el seguimiento de los pacientes inmunosuprimidos
farmacoldgicamente mediante la caracterizacion de la respuesta inmune mediada por
células, puede ayudar a confirmar la recuperacion después del tratamiento de LV y

evaluar el riesgo de recaida.

e Por otro lado, cuando un paciente inmunosuprimido farmacolégicamente
desarrolla leishmaniasis visceral, siempre que la enfermedad autoinmune lo permita, se
le retira el tratamiento inmunosupresor durante el tratamiento de la misma. La pauta de
reintroduccion del tratamiento inmunosupresor apoyada en el desarrollo de una
respuesta celular especifica frente a Leishmania, ha mostrado ser una herramienta util
para ello. A partir de nuestros datos, el desarrollo y mantenimiento de la respuesta
inmune frente al parasito, medida mediante la proliferacion celular especifica y la
produccion de IFN-y tras la estimulacion con el antigeno SLA, es un marcador util para

la reintroduccion del medicamento inmunosupresor de manera segura para el paciente.
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5.2.3. Pacientes coinfectados VIH-Leishmania

Aungue la introduccion del TARGA ha provocado una bajada en la incidencia, la LV
sigue constituyendo un problema en los pacientes con SIDA, siendo la tercera
enfermedad parasitaria oportunista mas frecuente en Europa (Desjeux and Alvar 2003).

La disminucidn en los Gltimos afios de los casos de recaidas y la mortalidad asociada a
la coinfeccion, puede explicarse no solo por las mejores condiciones de los pacientes en
tratamiento TARGA sino tambiéen, por el aumento de la prescripcion de Anfotericina B
liposomal para el tratamiento de la leishmaniasis, que presenta menos efectos
colaterales que los antimoniales (Gil-Prieto, Walter et al. 2011). A pesar de todo, los
casos de coinfeccion VIH-Leishmania contindan caracterizdndose por unas menores
tasas de cura, mayores tasas de toxicidad asociada a los farmacos y mayores tasas de
mortalidad y recaidas en comparacion con los pacientes con LV que no presentan co-

infeccion por el virus (Monge-Maillo, Norman et al. 2014).

En estos pacientes en los que la cura parasitologica es dificil de lograr y las recaidas son
comunes, se necesita un test de cura que sea poco invasivo y que pueda repetirse sin
sensibilizar al paciente (Alvar, Aparicio et al. 2008). Es por ello que otro objetivo que
nos planteamos en este trabajo fue evaluar la utilidad la respuesta celular frente al
antigeno SLA como marcador para establecer la cura clinica de la LV en pacientes

coinfectados VIH-Leishmania.

e Nuestros resultados mostraron que la linfoproliferacion especifica, y la
produccién de IFN-y tras la estimulacion con el antigeno SLA, son marcadores Utiles de
la funcionalidad de las células frente al parasito en pacientes VIH+, incluso en aquellos
que presentan bajos niveles de linfocitos TCD4+. Dentro del contexto de este trabajo,
hemos descrito por primera vez la utilidad de estos ensayos celulares para evaluar
efectividad del tratamiento en pacientes coinfectados VIH-Leishmania (Castro, Carrillo

et al. 2016), ya que esta respuesta se asocia con la cura terapéutica.

e Como se expuso anteriormente, las recaidas son muy frecuentes en la
coinfeccion VIH-Leishmania. Se ha demostrado que si un paciente no recibe TARGA,
la probabilidad de recaidas aumenta al 60% entre los 6 y los 9 meses tras el tratamiento
y al 90% a los 12 meses (Lopez-Velez 2003). En los pacientes VIH+ en los que no se

desarrolla esta respuesta frente al parasito a pesar del tratamiento, es necesario mantener
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la profilaxis secundaria para evitar recaidas. Tal y como se coment0 anteriormente, el
paciente inmunocompetente que tampoco fue capaz de desarrollar una respuesta tipo
Thl frente al parésito sufrio una recaida poco tiempo después. Esto nos hace
plantearnos el interrogante de si seria necesario administrar profilaxis secundaria
también en los pacientes inmunocompetentes que no desarrollen inmunidad celular o en

los que se advierta de la pérdida de la misma.

e Es importante destacar que en los pacientes coinfectados VIH-Leishmania que
presentan una produccion especifica de IFN-y, que puede ir acompafiada o no de una
respuesta proliferativa frente al antigeno soluble del parasito, se puede retirar la
profilaxis secundaria sin recaidas hasta la fecha (desde un afio y cuatro meses hasta mas
de siete afios desde la retirada), incluso cuando estos pacientes presentan niveles de
linfocitos TCD4+ por debajo de 200 /mm?®. Estos pacientes ademas son capaces de
eliminar el parésito en sangre completa ya que la qPCR se mantiene negativa en el
tiempo.

e Los métodos diagnosticos utilizados hasta ahora para el seguimiento de estos
pacientes tras el tratamiento de la LV, como la serologia, la deteccion de antigeno en
orina y el cultivo, no han demostrado ser del todo Utiles para predecir recaidas en
pacientes VIH+ debido a su baja sensibilidad o al tiempo necesario para obtener los
resultados (Alvar, Aparicio et al. 2008). En pacientes VIH+ curados de leishmaniasis
visceral Unicamente un resultado de gPCR positiva es insuficiente para confirmar una
recaida de LV. Aunque un aspirado de medula désea negativo se ha usado como
marcador para predecir la efectividad del tratamiento (Diro, Ritmeijer et al. 2018), es un

método muy agresivo que resulta inadecuado para el seguimiento de los pacientes.

Por todo ello, nuestro objetivo fue evaluar tanto el ensayo de proliferacion celular frente
al antigeno SLA como la produccidn especifica de IFN-y en sobrenadante para realizar

el seguimiento de pacientes coinfectados VIH-Leishmania.

e El sequimiento ha demostrado que tras el tratamiento ocho de los diez pacientes
presentan una produccion especifica de IFN-y en sobrenadante, acompafiada en siete de
ellos de una respuesta proliferativa positiva frente al SLA. Estos resultados apoyan el
hecho de que una produccion especifica de IFN-y indica el desarrollo de una inmunidad
celular frente al parasito y puede ser un buen predictor de recaidas en los pacientes

coinfectados VIH-Leishmania.
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e En uno de los pacientes sin respuesta celular especifica pudimos observar que,
incluso con administracion de profilaxis secundaria, sufrié varias recaidas. Sin embargo,
tras diversos ciclos de tratamiento y seguimiento clinico, este paciente desarrolld una
respuesta inmune celular caracterizada por una proliferacion celular y la produccion
especifica de IFN-y mantenida en el tiempo, por lo que se pudo retirar la profilaxis
secundaria sin recaidas hasta la fecha (méas de una afio después).

Se ha descrito en pacientes coinfectado VIH-Leishmania, casos de pacientes con
leishmaniasis visceral activa cronica (LVAC). Estos pacientes mantienen una
circulacion continua del parasito en la sangre presentando periodos asintomaticos y
sintométicos de manera alterna (Bourgeois, Bastien et al. 2010). El caso de los dos
pacientes que no desarrollan una respuesta inmune frente al parasito, podria englobarse
dentro de este grupo de pacientes LVAC, ya que la parasitemia se mantiene de manera
continua; y es seguramente, el mantenimiento de la profilaxis secundaria lo que les

previene del desarrollo de episodios sintomaticos.

e Respecto a la administracion de profilaxis secundaria, en los pacientes
coinfectados VIH-Leishmania se recomienda mantenerla después de un primer episodio
de leishmaniasis visceral (Lopez-Velez 2001, Alvar, Aparicio et al. 2008, Who 2010).
Sin embargo, se estd discutiendo si realmente es necesaria en todos los pacientes,
debido a su alta toxicidad y elevado coste. Seria preferible mantener la profilaxis
secundaria solo en aguellos pacientes que presenten factores predictores de recaida. Se
han establecido algunos factores asociados con el fallo del tratamiento como: la
incapacidad del paciente de aumentar el recuento de linfocitos T CD4+, historial previo

de recaida y un bajo recuento de linfocitos TCD4+ (Cota, de Sousa et al. 2011).

En el contexto de nuestro estudio, hemos demostrado que es posible retirar la profilaxis
secundaria, aun cuando el recuento de los linfocitos se encuentra por debajo de las 200
células/mm?®, si existe una produccién especifica de IFN-y frente al antigeno SLA.
Hemos encontrado ademas que no existe correlacion entre la respuesta inmune que
hemos medido y el recuento de linfocitos TCD4+. Esto pone de manifiesto que tomar
decisiones basadas solamente en el recuento de linfocitos TCD4+ para mantener o
retirar la profilaxis puede resultar insuficiente. Ademas, nuestros resultados sefialan la

importancia de medir no solo el nimero de linfocitos sino su funcionalidad.
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En resumen, a pesar del discreto tamafio muestral de nuestra poblacion, estos resultados
pueden resultar de utilidad en la préactica clinica, ayudando al manejo de los casos en
estos pacientes, a establecer la cura y facilitando la toma de decisiones sobre la retirada
o el mantenimiento de la profilaxis secundaria. Ademas, al relacionarse la inmunidad
generada con la ausencia de recaidas y permitir la retirada de la profilaxis secundaria en
estos pacientes, se evita parte de la toxicidad que los farmacos provocan en los

pacientes que estan recibiendo tratamiento de manera periédica.

En la Gltima guia de manejo de los casos de leishmaniasis publicada por la OMS en
2017, a raiz de nuestros datos, se propone la utilidad de la proliferacién especifica frente
al SLA como una buena herramienta para el seguimiento de los pacientes coinfectados
VIH-Leishmania que permite la retirada de la profilaxis secundaria cuando los niveles
de linfocitos T CD4+ se encuentran por debajo de 200 células/mm?® (Gradoni L 2017.).

A lo largo de este apartado, hemos descrito la utilidad de las técnicas para evaluar la
respuesta inmune celular tras el tratamiento de la leishmaniasis visceral tanto en
pacientes sometidos a tratamientos inmunosupresores como en pacientes infectados por
el VIH. Las caracteristicas de inmunosupresion que presentan este tipo de pacientes,
junto con el hecho de vivir en una zona de alta endemicidad para leishmaniasis, hacen
que planteemos que sea necesario evaluar la inmunidad que presentan frente al parasito,
con el fin de monitorizarlos de manera estrecha y evitar que sufran recaidas de la
enfermedad activa. Debido a las caracteristicas clinicas de estos pacientes, necesitan
acudir cada tres meses para realizar el seguimiento de la carga viral en el caso de los
pacientes VIH+ o para recibir el medicamento inmunosupresor por lo que estas visitas
rutinarias serian un buen momento para evaluar de forma complementaria la inmunidad

frente al parasito.
5.3 Aportaciones dentro los retos actuales para el control de la leishmaniasis

En Fuenlabrada, area endémica de Leishmania infantum, hemos identificado una
proporcion importante de sujetos inmunocompetentes e inmunosuprimidos que
presentan infeccion asintomatica. El uso de la proliferacién de las PBMCs frente al
antigeno SLA y/o la produccion especifica de IFN-y es la caracteristica principal que
define a esta poblacion, y su medida supone una buena herramienta para realizar tanto el

cribado de la infeccion asintomatica, como el seguimiento de la misma a lo largo del
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tiempo. Es importante destacar que ninguno de los individuos asintomaticos
inmunocompetentes o inmunodeprimidos con respuesta celular especifica mantenida en
el tiempo desarrolld leishmaniasis visceral clinica. Ademas, el andlisis de estos
parametros en sujetos inmunocompetentes, previo a la administracion de un tratamiento
inmunosupresor, puede detectar una infeccidn latente por Leishmania, cuyo seguimiento

podria evitar de forma temprana su reactivacion.

En esta tesis doctoral ademas hemos demostrado que la respuesta inmune que
desarrollan los pacientes tras la cura clinica es similar en pacientes inmunocompetentes
e inmunosuprimidos. Esta respuesta se caracteriza por una respuesta linfoproliferativa
frente al antigeno soluble de Leishmania y una produccion especifica de IFN-y. Esto
corrobora que existe una asociacion entre la cura de la LV y un perfil inmune

relacionado con el desarrollo de una respuesta de tipo Thl tras un tratamiento efectivo.

La leishmaniasis continGa siendo una complicacion importante en los pacientes
inmunosuprimidos. La mejora de las condiciones de los pacientes infectados por el VIH
y el desarrollo de medicamentos cada vez méas especificos frente a las enfermedades
autoinmunes, han permitido que los casos de coinfeccion sean cada vez menores en
estos pacientes, presenten un mejor prondgstico tras el tratamiento y que una parte de
ellos, a pesar de estar expuestos frente al parasito, permanezcan asintomaticos
generando una respuesta inmune tipo Thl especifica. En los pacientes
inmunosuprimidos farmacoldgicamente ademas la medida de esta respuesta celular ha
demostrado ser una buena técnica para reintroducir el tratamiento inmunosupresor de

manera segura para el paciente.

Aunque es necesario realizar ensayos en poblaciones mayores y en otras zonas
endémicas, nuestros resultados plantean de manera preliminar que tanto la proliferacion
celular como la produccion de IFN-y frente al antigeno SLA tienen potencial para ser
empleados como test de cura validos en pacientes inmunocompetentes e
inmunodeprimidos, ademas de como marcadores predictores de recaida, ya que se
encuentran asociados con el control inmunol6gico del parasito, la ausencia de
reactivacion de la enfermedad y son indicadores de una respuesta terapéutica efectiva

frente a Leishmania.

Nuestro trabajo confirma que la respuesta linfoproliferativa es una técnica adecuada

para el seguimiento tanto de pacientes inmunocompetentes como inmunosuprimidos en
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un ambito hospitalario. Esta aproximacion también es aplicable a estudios amplios

como los de cribado en banco de sangre.

Debido a que los test se realizan in vitro a partir de muestras de sangre completa, este
tipo de ensayos supone una buena herramienta para medir la respuesta celular del
paciente ex vivo, de una manera poco invasiva y sin sensibilizacion, lo que permite que
estas pruebas se repitan de manera periodica a lo largo del tiempo permitiendo un
seguimiento de los pacientes curados y su uso como marcadores predictores de recaida.
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Conclusiones

. Conclusiones

El anélisis de la respuesta inmune celular en la poblacion de zonas endémicas
para leishmaniasis permite identificar individuos inmunocompetentes
asintomaticos que no son detectados por técnicas serologicas o moleculares.

De forma importante, esta aproximacion también ha permitido identificar la
infeccion asintomatica para Leishmania en la poblacion inmunodeprimida,
infectada por el VIH o con tratamientos inmunosupresores, donde los niveles y
funcién de linfocitos T se encuentran comprometidos.

El indice de estimulacion celular frente al antigeno SLA es un marcador que
permite identificar a todos los individuos asintomaticos para Leishmania, tanto
inmunocompetentes como VIH+. En el caso de los individuos
inmunosuprimidos farmacoldgicamente, la produccion de IFN-y tras la
estimulacion especifica permite resolver la condicion de aquellos individuos con
indice de estimulacion dudoso.

La proliferacion celular frente al antigeno SLA y la produccién de IFN-y ha
resultado una herramienta util en el seguimiento de los individuos asintomaticos.
En este estudio hemos confirmado que una respuesta celular especifica sostenida
a lo largo del tiempo previene el desarrollo de leishmaniasis visceral clinica, lo
que ha sido especialmente importante en el caso de los individuos
inmunodeprimidos por su mayor riesgo.

El andlisis de la respuesta celular en los pacientes con leishmaniasis visceral
activa ha demostrado la ausencia de linfoproliferacion y produccion especifica
de citoquinas tras estimulacion con el antigeno SLA. La persistencia de esta
situacion tras el tratamiento se asocio con su falta de eficacia, lo que plantea la
posibilidad de utilizarlos como marcadores de respuesta terapéutica.

La conversion de estos parametros en los pacientes en los que el tratamiento
resulté eficaz, indico el desarrollo de una respuesta celular frente al parasito, lo
que junto a la ausencia de recaidas, pone de relevancia la utilidad de este ensayo
como marcador de cura.

La pérdida, tiempo después del tratamiento, de la respuesta celular frente al
parasito en pacientes inmunodeprimidos farmacoldgicamente, con la
consiguiente recaida clinica, apoya la necesidad de realizar el seguimiento de

estos pacientes con las herramientas descritas en esta tesis doctoral.
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8.

10.

11.

Los resultados obtenidos en los pacientes  inmunosuprimidos
farmacologicamente indican que, la produccion especifica de IFN-y tras la
estimulacion de las PBMCs con el antigeno SLA, representa un pardmetro que
ayuda en la decisién del momento idoneo para reintroducir el tratamiento
inmunosupresor, tras la cura de la leishmaniasis visceral.

Nuestros resultados de seguimiento de pacientes coinfectados VIH-Leishmania,
con carga viral controlada, muestran que es posible retirar la profilaxis
secundaria sin riesgo en los casos que presentan una respuesta celular especifica
mantenida frente al parasito.

La produccion especifica de IFN-y tras la estimulacion de las PBMCs con el
antigeno SLA en pacientes coinfectados VIH-Leishmania apoya la decision
sobre la retirada de la profilaxis secundaria de manera segura para el paciente de
forma independiente al nimero de linfocitos TCD4+.

Este trabajo demuestra la utilidad de la linfoproliferacion y produccion
especifica de IFN-y, tras estimulacion con el antigeno SLA, para establecer la
infeccion asintomatica, la cura y el riesgo de recaida en los pacientes
inmunodeprimidos, lo que hace recomendable la incorporacion de esta
aproximacion al seguimiento continuado de estos pacientes en areas endémicas

para leishmaniasis.
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Anexos

Edad | Sexo ::;23:
Cic1i 42 H 2015
cic2 57 M 2015
cic3 55 H 2015
cic4 60 H 2015
CIC5 44 M 2015
ciceé 37 M 2015
cic? 45 H 2015
cics8 52 H 2015
cico 37 M 2015
CiC10| 34 M 2015
CIC11| 50 H 2015
CiC12| 57 H 2015
CiIC13| 24 H 2015
Cic14| 43 H 2015
CiC15| 27 M 2015

Edad | Sexo :::3:
ciclie| 37 H 2015
CiC17| 53 H 2015
CIC18| 39 H 2015
CIC19| 59 M 2015
CIC20| 40 H 2015
CiC21| 39 H 2015
CiC22| 43 H 2015
CIC23| 44 H 2015
CiC24| 41 M 2016
CiC25| 31 H 2016
CIC26| 31 M 2012
CiC27| 4 M 2012
CiC28| 28 H 2012
CiC29| 39 M 2012
CIC30| 19 M 2012

Edad|Sexo :::t‘::
CIC31| 51| ™M 2015
CIC32| 53 | H 2015
CIC33| 31 | H 2015
CIC34| 22 | H 2015
CIC35| 40 | H 2015
CIC36| 50 | H 2015
CIC37| 37 | H 2015
CIC38| 29 | H 2015
CIC39| 28 | H 2015
CIC40| 31 | H 2015
CIC41| 18 | H 2015
CiC42| 48 | H 2015
ciC43| 28 | H 2015
CiC44 | 64 H 2015
CIC45| 61 | M 2015

Edad | Sexo ::;2:::
CIC46| 46 H 2015
CiC47| 26 M 2015
CIC48| 57 H 2015
CIC49| 33 H 2015
CIC50| 38 H 2015
CIC51| 35 M 2015
CIC52| 49 H 2015
CIC53| 59 H 2015
CIC54 | 44 H 2015
CIC55]| 52 H 2015
CIC56| 59 M 2015
CIC57| 39 H 2015
CIC58| 48 H 2015
CIC59| 27 H 2015
CIC60| 43 H 2015

Tabla 1a. Caracteristicas individuales de cada uno de los individuos inmunocompetentes controles (C IC). H: hombre; M: mujer.
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Edad |Sexo Pa!'s de |Tomade Enfermedad Tipo tratamiento inmunosupresor Edad|Sexo Pa!’s de Toma de Enfermedad autoinmune Tipo tratamiento inmunosupresor
origen | muestra autoinmune origen | muestra
CISF1 33 | H | Espafia | 2013 Espondilitis Unidn receptor CISF29| 53 | H |Espafia| 2014 Espondilitis Unidn receptor
CISF 2 57 | M | Espafia | 2014 Espondilitis Unidn receptor CISF30( 54 | M |Espafia| 2014 Artritis psoriasica Unidn receptor
CISF3 53 [ ™M Chile 2013 |Artritis reumatoide Unién receptor+ sintesis pirimidina CISF31| 58 | H |Espafia| 2014 Artritis psoriasica Unidn receptor
CISF4 45 | M | Espafia | 2013 |Artritis reumatoide [ Neutralizador TNF-a+ antagonista ac. Félico CISF32| 50 | H |Espafia| 2014 Espondilitis Unidn receptor
CISF5 32 | H | Espafia | 2014 Espondilitis Unidn receptor CISF33| 59 | H |Espafia| 2014 Psoriasis Neutralizador TNF-a+ antagonista ac. Félico
CISF6 | 34 | M | Espafia | 2014 Colitis ulcerosa Unidn receptor CISF34( 37 | M |Espafia| 2014 Colitis ulcerosa Unidn receptor
CISF7 | 49 | M | Espafia | 2013 Crohn Unidn receptor CISF35( 27 | H |Espafia| 2015 Sacroileitis Unidn receptor
CISF8 51 | H | Espafia | 2015 Psoriasis Unidn receptor+ antagonista ac. Félico CISF36( 59 | M |Espafia| 2014 Colitis ulcerosa Unidn receptor
CISF9 44 | M | Espafia | 2015 |Artritis reumatoide Antagonista ac.Félico CISF37| 66 | H |Espafia| 2014 Artritis psoriasica Neutralizador TNF-a
CISF10| 47 | H | Espafia | 2014 |Artritis reumatoide | Neutralizador TNF-a+antagonista ac. Félico| [CISF38| 29 | H |Espafia| 2014 Espondilitis Neutralizador TNF-a
CISF11| 56 | H | Espafia | 2014 | Artritis psoriasica Antagonista ac.Félico CISF39| 83 | H [Espafia| 2014 Artritis reumatoide Unidn receptor
CISF12| 51 | M | Espafia | 2014 |Artritis reumatoide Antagonista ac.Félico CISF40( 51 | M |Espafia| 2014 Espondilitis Unidn receptor
CISF13| 54 | H | Espafia | 2014 Colitis ulcerosa Neutralizador TNF-a CISF41| 34 | H |Espafia| 2014 Crohn Neutralizador TNF-a+ antagonista purina
CISF14| 35 H Espafia 2014 |Artritis reumatoide| Neutralizador TNF-a+ sintesis pirimidina CISF42 | 48 H |Espafia| 2014 Psoriasis Unidn receptor
CISF15| 60 | M | Espafia | 2014 Espondilitis Unidn receptor CISF43 | 42 | M |Espafia| 2014 Espondilitis Neutralizador TNF-a
CISF16| 56 | M | Espafia | 2014 Artritis Neutralizador TNF-a CISF44| 64 | H |Espafia| 2014 Espondilitis Unién receptor
CISF17| 35 H | Espafia 2014 Psorioasis Unidn receptor+ antagonista ac. Félico CISFA5| 49 | M [Espafia| 2014 Artritis psoriasica Unidn receptor
CISF18( 36 | H |Rumania| 2014 Espondilitis Unién receptor CISF46( 71 | M |Espafia| 2014 Artritis reumatoide Unidn receptor
CISF19| 55 | M | Espafia | 2014 Espondilitis Union receptor CISF47| 59 | M |Espafia| 2014 Espondilitis Unidn receptor
CISF20| 53 | M | Espafia | 2014 Espondilitis Unién receptor CISF48| 49 | M |Espafia| 2014 Artritis psoriasica Unidn receptor
CISF21| 43 | M | Espafia | 2014 |Artritis reumatoide CISF49| 60 | H |Espafia| 2014 Espondilitis Corticoide+ antagonista ac.Félico
CISF22| 67 | M | Espafia | 2014 |Artritis reumatoide Union receptor CISF50| 64 | H |Espafia| 2013 Espondilitis Unidn receptor
CISF23| 29 | H | Espafia | 2015 Sacroileitis Unidn receptor CISF51| 50 | H |Espafia| 2013 Psoriasis Unidn receptor+ antagonista ac. Félico
CISF24| 18 | M | Espafia | 2014 Psoriasis Unidn receptor CISF52| 41 | M |Espafia| 2015 Crohn Unidn receptor + antagonista purina
CISF25| 40 | M | Espafia | 2014 Espondilitis Union receptor CISF53| 35 | H |Espafia| 2015 | Espondilitis anquilosante Unidn receptor
CISF26 | 69 | M | Espafia | 2015 | Artritis psoridsica CISF54| 50 | H |Espafia| 2014 Artritis reumatoide Neutralizador TNF-a+ antagonista ac. Félico+cocorticoide
CISF27 | 44 | H | Espafia | 2015 Sacroileitis Unién receptor CISF55| 23 | M |Espafa| 2015 Crohn Unién receptor
CISF28| 56 | M | Espafia | 2015 |Artritis reumatoide Neutralizador TNF-a+ glucocorticoide

Tabla 2a. Caracteristicas individuales de cada uno de los individuos inmunosuprimidos farmacol6gicamente controles (C ISF) con respecto a la
edad, sexo, pais de origen, afio de la toma de muestra, tipo de enfermedad autoinmune y tratamiento inmunosupresor. H: hombre; M: mujer.
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Edad |Sexo | Pais de origen T:::e:t?: via ac:z:lisicién TARGA Edad |Sexo |Pais de origen :::;:::: via ac:z:isicién TARGA
CVIH1 48 H Espafia 2014 uDlI Adherencia CVIH21 | 22 H Espaiia 2014 Homosexual |Adherencia
CVIH 2 44 H Africa 2016 Heterosexual |Adherencia CVIH22 (51 | M Espafia 2014 | Heterosexual |Adherencia
CVIH3 37 H Peru 2015 Homosexual |Adherencia CVIH23 | 51 H Espaiia 2015 Homosexual |Adherencia
CVIH4 37 | M Africa 2015 Heterosexual |Adherencia CVIH24 | 30 H Espaiia 2015 Homosexual |Adherencia
CVIH5 56 H Espafia 2014 Desconocido |Adherencia CVIH25 | 42 H Espafia 2015 uDI Adherencia
CVIHG6 56 | M Espafia 2015 Heterosexual |Adherencia CVIH26 | 44 | M Africa 2014 | Heterosexual [Adherencia
CVIH?7 38 H Espafia 2014 Homosexual |Adherencia CVIH27 | 29 H Espafia 2015 Homosexual |Adherencia
CVIHS8 68 H Espafia 2014 Heterosexual |Adherencia CVIH28 | 54 H Espaiia 2015 uDlI Adherencia
CVIH9 49 H Africa 2014 | Heterosexual [Adherencia CVIH29 | 49 H Espafia 2015 uDlI Adherencia
CVIH10 | 48 M Espafia 2014 uDlI Adherencia CVIH30 | 42 H Espafia 2015 Homosexual |Adherencia
CVIH11 | 51 H Espafia 2016 uDlI Adherencia CVIH31 | 44 | M Espaiia 2015 uDlI Adherencia
CVIH12 | 54 | M Africa 2013 Heterosexual |Adherencia CVIH32 | 56 H Espafia 2014 uDlI Adherencia
CVIH13 | 51 H Espafia 2014 uDlI Adherencia CVIH 33 | 47 H Espaiia 2015 uDlI Adherencia
CVIH14 | 46 M Espafia 2016 Heterosexual |Adherencia CVIH34 | 40 H Africa 2014 | Heterosexual [Adherencia
CVIH15 | 34 H Espafia 2014 Homosexual |Adherencia CVIH35 | 40 H Espafia 2015 Sexual Adherencia
CVIH16 | 31 H Ucrania 2014 uDlI Adherencia CVIH36 [ 51 | M Africa 2015 | Heterosexual |Adherencia
CVIH17 | 54 H Espafia 2014 uDlI Adherencia CVIH37 | 22 H Espafia 2015 Homosexual |Adherencia
CVIH18 | 54 H Espafia 2014 uDlI Adherencia CVIH38 [ 40 | M Africa 2014 | Heterosexual |Adherencia
CVIH19 | 36 | M Africa 2014 | Heterosexual [Adherencia CVIH39 (33 | M Africa 2015 Homosexual [Adherencia
CVIH20 | 43 H Espafia 2014 Homosexual |Adherencia CVIH40 | 52 H Espafa 2015 uDlI Adherencia

Tabla 3a. Caracteristicas individuales de cada uno de los individuos VIH+ controles (C VIH) con respecto a la edad, sexo, pais de origen, afio de
la toma de muestra y la via de adquisicion del VIH. H: hombre; M: mujer. TARGA: tratamiento antirretroviral de gran actividad. UDI: usuario
de drogas intravenosas.
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Edad |Sexo Pais de origen eA:i(s’:;::f\; Tratamiento Leishmania Recaida

PaciC1 52 | H Espafia 2013 L-AmB 32 mg/kg NO
PaclIC2 60 | H Espafia 2013 L-AmB 21 mg/kg NO
PaclC3 | 49 | M | Guinea Ecuatorial 2014 L-AmB 21 mg/kg NO
PaclC4 41 | H Guinea Ecuatorial 2014 L-AmB 21 mg/kg NO
PaclIC5 38 | M | Guinea Ecuatorial 2015 L-AmB 21 mg/kg NO
PaclIC6 34 | M | Guinea Ecuatorial 2015 L-AmB 21 mg/kg Sl

PacIC7 22 | M | Guinea Ecuatorial 2014 L-AmB 21 mg/kg NO
PacIC8 34 | H Guinea Ecuatorial 2014 L-AmB 21 mg/kg NO
PacIC9 36 | H Nigeria 2014 L-AmB 21 mg/kg NO
PacliC10| 37 | H Nigeria 2014 L-AmB 21 mg/kg NO
PaclC1l1| 64 | H Guinea Ecuatorial 2015 AmB complejo lipidico 20 mg/kg| NO
PaclC12| 41 H China 2014 - NO
PacIC13| 47 M China 2015 - NO
PaclC14 | 46 | M | Guinea Ecuatorial 2014 L-AmB 21 mg/kg NO
PacIC15| 38 | H Nigeria 2014 L-AmB 21 mg/kg NO
PaclC16| 45 | H Espafia 2012 L-AmB 21 mg/kg NO

Tabla 4a. Caracteristicas individuales de cada uno de los pacientes inmunocompetentes con leishmaniasis visceral con respecto a la edad, sexo,
pais de origen, afio de la enfermedad activa y el tratamiento. H: hombre; M: mujer. LV: leishmaniasis visceral. L-AmB: anfotericina B liposomal
en dosis miligramo/kilogramo de peso. AmB: anfotericina B
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Edad|Sexo Pa!'s de Enfermedad autoinmune Tipo tto IS antes th_’ 1S dur?nt-e Tier.npo reintroduccién Tipo tto IS después Aﬁ.o primer Tl:atamien_tc-) Recaida
origen Leishmaniasis inmunosupresor episodio LV| Leishmanaisis

Pac 1 ISF 60 | M |Espafia Artritis reumatoide I1L20+ antagonista ac.fdlico NO 4 meses Glucocorticoide + antagonista ac.félico 2014 L-AmB 40 mg/kg| NO
Pac2ISF | 65 | H [Espafia No especificada Esteroides NO 8 meses Esteroides 2013 L-AmB 30 mg/kg| Sl

Pac3ISF | 72 | H [Espafia Aortitis Esteroides Esteroides Nunca se retiraron Esteroides 2014 L-AmB 36 mg/kg| NO
Pac 4 ISF 44 [ M |Espafia Psoriasis Antagonista ac. Félico NO 0,5 meses Antagonista ac. Félico 2014 L-AmB 40 mg/kg| NO
Pac 5 ISF 45 [ M [Espafia Psoriasis Esteroides + union al receptor TNF NO 5 meses Union al receptor TNF 2013 L-AmB 21mg/kg| NO
Pac6ISF | 54 | H |Espafia Sacroileitis Unién al receptor+ glucocorticoide+ NO  |Antes de fin tto Leishmania | U1iO" 3 receptor+glucocorticoides | 0 e a0 okl NO

antagonista ac. Félico antagonista ac. Félico

Pac 7 ISF 55 | M |Espafia Artritis reumatoide Esteroides +antagonista ac. Félico NO Antes de fin tto Leishmania Esteroides 2012 L-AmB 21mg/kg Sl

Pac8ISF | 47 | M [Espafia Crohn Union al receptor TNF NO 2 meses Unidn al receptor TNF 2014 L-AmB 24mg/kg| NO
Pac9ISF | 93 | H [Espafia No especificada Esteroides NO 2011 L-AmB 30 mg/kg| NO
Pac 10 ISF| 66 H |Espafia Artritis reumatoide Antagonista ac. Félico NO 2,5 meses Esteroides 2011 L-AmB 40 mg/kg| NO
Pac11ISF| 52 | H |Espafia Colitis ulcerosa Esteroides NO Antes de fin tto Leishmania Esteroides 2011 L-AmB 40 mg/kg| NO
Pac 12 ISF| 70 M |Espafia No especificada Esteroides + antagonista ac. Félico NO 0,5 meses Esteroides + antagonista ac. Félico 2010 L-AmB 30 mg/kg| NO
Pac 13 ISF| 45 | H |Espafia| Neumoniaintersticial Esteroides Esteroides Nunca se retiraron Esteroides 2012 L-AmB 40 mg/kg| NO
Pac14ISF| 71 | H | Cuba Artritis reumatoide Esteroides +antagonista ac. Félico NO 4 meses Esteroides + antagonista ac. Félico 2012 L-AmB 40 mg/kg| NO

Tabla 5a. Caracteristicas individuales de cada uno de los pacientes inmunosuprimidos farmacolégicamente (ISF) con leishmaniasis visceral con
respecto a la edad, sexo, pais de origen tipo de enfermedad autoinmune, tipo de tratamiento inmunosupresor (tto IS), fecha de reintroduccion del
inmunosupresor, afio de la enfermedad activa y el tratamiento. H: hombre; M: mujer. LV: leishmaniasis visceral. MTX: metotrexato. L-AmB:
anfotericina B liposomal en dosis miligramo/kilogramo de peso.
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Edad [Sexo| Pais de origen adqt:?s?cién Adherencia Estatus basal Aﬁ.o primer leatamien.tc.: Profilaxi.s Recaida
VIH TARGA episodio LV | Leishmanaisis | secundaria

PacVIH 1 41 | H Polonia HSH S Sin profilaxis 2012 L-AmB 40mg/kg L-AmB NO
Pac VIH 2 46 | M [Guinea Ecuatorial| Hetero S Sin profilaxis 2012 L-AmB 40mg/kg L-AmB NO
Pac VIH 3 51 H Espafia Hetero Sl Sin profilaxis 2013 L-AmB 22mg/kg | Antimoniales| NO
Pac VIH 4 37 | H Nigeria Hetero S En profilaxis 2012 L-AmB 40mg/kg L-AmB NO
PacVIH 5 61 | H Espafia HSH S En profilaxis 2013 L-AmB 39mg/kg L-AmB NO
Pac VIH 6 22 | M |Guinea Ecuatorial| Vertical Sl En profilaxis 2012 L-AmB 21mg/kg L-AmB NO
PacVIH 7 48 | H Espafia uDI S En profilaxis 2012 L-AmB 31mg/kg| Antimoniales| NO
PacVIH 8 48 | H Espafia uDI S En profilaxis 2013 L-AmB 30mg/kg| Antimoniales| Sl

PacVIH 9 39 | H Peru Hetero S En profilaxis 2012 L-AmB 30mg/kg L-AmB NO
PacVIH10| 38 | H Nigeria Hetero NO LV activa 2013 L-AmB 32mg/kg L-AmB NO

Tabla 6a. Caracteristicas individuales de cada uno de los pacientes coinfectados VIH-Leishmania con respecto a la edad, sexo, pais de origen, via
de adquisicién del VIH, afio de la enfermedad activa, el tratamiento y la profilaxis secundaria. H: hombre; M: mujer. HSH: hombre que tiene
sexo con hombre; Hetero: heterosexual; UDI: usuario de drogas intravenosas. LV: leishmaniasis visceral. L-AmB: anfotericina B liposomal en
dosis miligramo/kilogramo de peso.
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Tabla 7a. Exactitud de deteccién de los sujetos asintomaticos inmunocompetentes (IC AS) con las diferentes técnicas empleadas. Cl: intervalo de

ICAS Cut-off | Sensibilidad (95%Cl) Especificidad (95%Cl) AUC (95% Cl) p-valor

Indice estimulacion| 2,020 | 100 (88,43%-100%) 100 (88,43%-100%) 1,000 (1,000-1,000) | <0,0001
IFN-y 57,71 | 100 (88,43%-100%) 100 (88,43%-100%) 1,000 (1,000-1,000) | <0,0001
Grancima B 157,40193,33 (77,93%-99,18%) | 96,67 (82,78%-99,92%) | 0,9922 (0,9780-1,006) | <0,0001
TNF-a 19,98 | 100 (88,43%-100%) 100 (88,43%-100%) 1,000 (1,000-1,000) | <0,0001

confianza. AUC: area bajo la curva.

Tabla 8a. Exactitud de deteccion de los sujetos asintomaticos inmunosuprimidos farmacoldgicamente (ISF AS) con las diferentes técnicas

ISF AS

Cut-off

Sensibilidad (95%Cl) Especificidad (95%Cl) AUC (95% CI) p-valor

Indice estimulacion| 2,242 |88,89 (70,84%-97,65%) 100 (87,66%-100%) 0,9696 (0,9294-1,010) | <0,0001
IFN-y 19,55 | 100 (87,23%-100%) 100 (87,66%-100%) 1,000 (1,000-1,000) | <0,0001
Grancima B 151,60 (96,30 (81,03%-99,91%) | 92,86 (76,50%-99,12%) | 0,9815 (0,9520-1,011) | <0,0001
TNF-a 13,43 196,30 (81,03%-99,91%) | 96,43 (81,65%-99,91%) | 0,9907 (0,9711-1,010) | <0,0001

empleadas. CI: intervalo de confianza. AUC: area bajo la curva.

Tabla 9a. Exactitud de deteccidén de los sujetos asintomaticos infectados por el VIH (VIH AS) con las diferentes técnicas empleadas. CI:

VIH AS Cut-off | Sensibilidad (95%Cl) Especificidad (95%Cl) AUC (95% Cl) p-valor
Indice estimulacion| 2,160 | 100 (80,49%-100%) 100 (84,56%-100%) 1,000 (1,000-1,000) | <0,0001
IFN-y 50,73 | 100 (79,41%-100%) 100 (85,18%-100%) 1,000 (1,000-1,000) | <0,0001
Grancima B 363,90(92,31 (63,97%-99,81%) | 95,65 (78,05%-99,89%) | 0,9922 (0,9780-1,006) | <0,0001
TNF-a 50,24 |87,50 (61,65%-98,45%) 100 (85,18%-100%) 0,9864 (0,9607-1,012) | <0,0001

intervalo de confianza. AUC: area bajo la curva.
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ICLV Cut-off | Sensibilidad (95%Cl) Especificidad (95%Cl) AUC (95% CI) p-valor

Indice estimulacion| 2,015 | 94,44 (72,71%-92,31%) 100 (75,29%-100%) 0,9576 (0,9053-1,010) |<0,0001

IFN-y 78,54 | 87,50 (61,65%-98,45%) 100 (75,29%-100%) 0,9457 (0,8709-1,021) |<0,0001
Grancima B 375,00 70,59 (44,04%-89,69%) | 92,31 (63,97%-99,81%)| 0,9050 (0,7909-1,019) | 0,0001
TNF-a 19,45 | 82,35 (56,57%-96,20%) | 84,62 (54,55%-98,08%) | 0,7873 (0,5982-0,9765) | 0,007

Tabla 10a. Exactitud de deteccion de la cura en pacientes inmunocompetentes (IC LV) con las diferentes técnicas empleadas. Cl: intervalo de
confianza. AUC: area bajo la curva.

ISF LV Cut-off | Sensibilidad (95%Cl) Especificidad (95%Cl) AUC (95% Cl) p-valor
Indice estimulacion| 2,626 100 (76,84%-100%) 100 (47,82%-100%) 1,000 (1,000-1,000) 0,001
IFN-y 77,66 | 92,86 (66,13%-99,82%) 100 (47,82%-100%) | 0,9714 (0,9027-1,040) | 0,002
Grancima B 115,80 92,86 (66,13%-99,82%) 80 (28,36%-99,49%) 0,9429 (0,8242-1,061) | 0,004
TNF-a 11,64 | 71,43 (41,90%-91,61%) 100 (47,82%-100%) 0,9643 (0,8798-1,049) | 0,002

Tabla 1la. Exactitud de deteccion de la cura en pacientes inmunosuprimidos farmacoldgicamente (ISF
empleadas. CI: intervalo de confianza. AUC: area bajo la curva.

LV) con las diferentes técnicas

VIH LV Cut-off| Sensibilidad (95%Cl) Especificidad (95%Cl) AUC (95% Cl) p-valor
Indice estimulacion| 2,381 | 94,44 (72,71%-92,31%) 100 (36,79%-100%) 1,000 (1,000-1,000) 0,008
IFN-y 31,48 | 96,15 (80,36%-979,90%) 100 (47,82%-100%) 0,8400 (0,6274-1,053) | 0,037
Grancima B 297,20 70 (34,75%-93,33%) 100 (47,82%-100%) 0,7600 (0,5104-1,010) | 0,114
TNF-a 34,78 | 60 (26,24%-87,84%) 80 (28,36%-99,49%) | 0,7400 (0,4868-0,9932) | 0,142

Tabla 12a. Exactitud de deteccion de la cura en pacientes infectados por el VIH (VIH LV) con las diferentes técnicas empleadas. ClI: intervalo de
confianza. AUC: area bajo la curva.
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A Respuesta linfoproliferativa PHA b Respuesta linfoproliferativa PHA
Media £DS Media £DS
CIC 8,21 + 4,66 LVAIC 6,64 + 3,61
ASIC 7,76 + 4,07 LVCIC 7,39 + 3,05
B Respuesta linfoproliferativa PHA E Respuesta linfoproliferativa PHA
Media +DS Media +DS
C ISF 7,41 + 3,85 LVA ISF 8,42+ 5,45
AS ISF 6,049 + 3,34 LVC ISF 6,89 + 4,12

Respuesta linfoproliferativa PHA Respuesta linfoproliferativa PHA

F

Media DS Media £DS
CVIH 499 + 1,28 LVA VIH 5,32+ 2,46
AS VIH 5,2+ 0,97 LVC VIH 7,11+ 3,24

Tabla 13 a. Resultados de la respuesta linfoproliferativa tras la estimulacion con PHA media + la desviacion estandar (DS) de los controles
negativos (C) y los asintomaticos (AS) para Leishmania: a) inmunocompetentes (IC), b) inmunosuprimidos farmacolégicamente, ¢) VIH+;
resultados de la respuesta linfoproliferativa tras la estimulacion con PHA media + la desviacidn estandar (DS) de los pacientes con leishmaniasis
visceral activa (LVA) y curados (LVC: d) inmunocompetentes (IC), e) inmunosuprimidos farmacolégicamente, f) VIH+.
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Resultados de los niveles de las poblaciones celulares circulantes NK-T de todos los sujetos evaluados.
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Figura 1a. Niveles de células NK-T (a) de los sujetos inmunocompetentes controles negativos (C) y asintomaticos (AS) para Leishmania y (b) de
los pacientes inmunocompetentes (IC), inmunosuprimidos farmacologicamente (ISF) y VIH con leishmaniasis visceral activa (LVA) y curada
(LVC).
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Resultados de la respuesta linfoproliferativa y la produccion de citoquinas y granzima B de los 11 pacientes inmunocompetentes activos y
curados evaluados.
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Figura 2a. (a) Respuesta linfoproliferativa expresada como indice de estimulacion frente al antigeno SLA de los pacientes inmunocompetentes
con leishmaniasis visceral activa (LVA) y curada (LVC). Produccion de citoquinas tras la estimulacion con SLA de los pacientes
inmunocompetentes con leishmaniasis visceral activa (LVA) y curada (LVC) (b) IFN-y (c) TNF-a (d) Granzima B.
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Resultados de la respuesta linfoproliferativa y la produccion de citoquinas y granzima B de los 5 pacientes inmunosuprimidos
farmacoldgicamente con enfermedad activa y curados evaluados.
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Figura 3a. (a) Respuesta linfoproliferativa expresada como indice de estimulacion frente al antigeno SLA de los pacientes inmunosuprimidos
farmacoldgicamente con leishmaniasis visceral activa (LVA) y curada (LVC). Produccion de citoquinas tras la estimulacion con SLA de los
pacientes inmunosuprimidos farmacologicamente con leishmaniasis visceral activa (LVA) y curada (LVC) (b) IFN-y (c) TNF-a (d) Granzima B.
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ABSTRACT

The introduction of HAART resulted in the decrease of Leishmania/HIV co-infection cases; nevertheless,
the number of relapses remains high and secondary prophylaxis is recommended. However, secondary
prophylaxis is not necessary in all patients, and presents a high risk of toxicity and an elevated cost. Our
aim was to study whether specific cellular response to Leishmania infantum (measured by cell proliferation
response after stimulation with soluble Leishmania antigen (SLA)), could be a useful tool to attempt a
secondary prophylaxis withdrawal. In June 2009 an outbreak of leishmaniasis by Leishmania infantum
was declared in the southeast of Madrid, and since January 2013, we recruited 10 HIV+ patients that
had been treated for visceral leishmaniasis. 6 patients had positive SLA-cell proliferation test. The mean
CD4 cell counts of those patients with positive SLA were 140 cel/mm3 and 40 cel/mm3 in those with
negative SLA test. 3 patients with positive SLA-cell proliferation test (CD4 count: 336, 307, 625) were not
on prophylaxis, and the other 3 patients (CD4 count: 152, 189, 359) were on secondary prophylaxis that
was withdrawn after the positive SLA-cell proliferation test with no posterior relapses (mean follow up 60
weeks). From the 4 patients, which had negative SLA-cell proliferation test and continued on prophylaxis,
3 had positive PCR for Leishmania at the end of the follow-up and 2 presented clinical relapses.

The performance of SLA-cell proliferation test can be a useful tool that can permit us to try withdrawal of
the prophylaxis in Leishmania/HIV co-infected patients with low CD4* counts under clinical supervision,
diminishing risk of toxicity and cost.

© 2016 The Authors. Published by Elsevier B.V. This is an open access article under the CC BY-NC-ND
license (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).

1. Background and objectives

because of its high morbidity and mortality. There are approxi-
mately 58,000 annual deaths and 235,7000 disability-adjusted life

Leishmaniasis is an infectious vector borne disease caused by
the protozoan Leishmania spp., which is transmitted by the bite of
female sandflies of the Phlebotomus genus. Leishmaniasis is widely
distributed throughout the world, and it is endemic in 98 coun-
tries, with an estimated incidence of 2 million new cases per
year. Visceral leishmaniasis (VL) is the most severe clinical form

* Corresponding author at: Camino del Molino s/n. Fuenlabrada, Madrid, CP 28942,
Spain.
** Corresponding authors.
E-mail addresses: aleceya85@gmail.com (A. Castro), ecarrillo@isciii.es
(E. Carrillo), juanvictor.san@salud.madrid.org (J.V. San Martin).
T Alicia Castro and Eugenia Carrillo contributed equally to this manuscript.

http://dx.doi.org/10.1016/j.actatropica.2016.09.026

years lost caused by VL, although it is thought to be a high under-
reported rate (Alvar et al., 2012).

In the Mediterranean region, VL is caused by L. infantum specie
and it is considered to be hypoendemic (Monge-Maillo et al., 2014).
In this region, the majority of the cases have been reported in Alba-
nia, Turkey, Italy, and Spain. Leishmania/HIV coinfection has been
an emergent problem in the last two decades and has been reported
in 35 endemic countries being Spain the one reporting most of
the cases (Desjeux and Alvar, 2003). The number of new cases has
decreased in Europe after the introduction of the HAART therapies
in the end of the 90 s (Lopez-Vélez et al., 2001; Fernandez Cotarelo
et al., 2003; Ter Horst et al., 2008).

0001-706X/© 2016 The Authors. Published by Elsevier B.V. This is an open access article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.
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Table 1

Clinical characteristics of HIV patients at the moment of the visceral leishmaniasis diagnosis.

Sex Age HIVRF*  Origin CD4 count (cells/ul)  HAART® Treatment (mg/kg) Secondary Prophylaxis

Patient 1 Male 44 PDU Spain 99 No Liposomal amphotericin B(30)  Antimonials

Patient 2 Male 33 Hetero Nigeria 4 No Liposomal amphotericin B(32)  Liposomal amphotericin B
Patient 3 Male 34 Hetero Peru 29 No Liposomal amphotericin B(30)  Liposomal amphotericin B
Patient 4 Female 41 Hetero Equatorial Guinea 305 TDF/FTC/EFV Liposomal amphotericin B(40)  Liposomal amphotericin B
Patient 5 Male 46 Hetero Spain 46 No Liposomal amphotericin B(22)  Antimonials

Patient 6 Male 33 Hetero Nigeria 322 No Liposomal amphotericin B(40)  Liposomal amphotericin B
Patient 7 Female 18 Vertical  Equatorial Guinea 16 No Liposomal amphotericin B(21)  Liposomal amphotericin B
Patient 8 Male 54 MSM Spain 104 TDF/FTC+LPVr  Liposomal amphotericin B(39)  Liposomal amphotericin B
Patient 9 Male 44 PDU Spain 46 No Liposomal amphotericin B(31)  Antimonials

Patient 10  Male 37 MSM Poland 48 No Liposomal amphotericin B(40)  Liposomal amphotericin B

a HIV RF: Risk factor for HIV infection.
b HAART: highly active antiretroviral therapy.

The immunosuppressed status of HIV patients is a well-known
risk factor for developing visceral leishmaniasis, but also for a
poor clinical response and high risk of relapse after treatment (van
Griensven et al., 2014). Therefore, it is recommended to maintain
secondary prophylaxis after the treatment of the first episode of
VL (Lépez-Vélez et al., 2001; Alvar et al., 2008; WHO, 2010; Panel,
2016). However, this secondary prophylaxis is not necessary in all
patients; besides, it presents a high risk of toxicity and an elevated
cost. Thus, it is preferable to maintain the secondary prophylaxis
only in those patients who show predicting factors of relapse. Until
now, several predictor factors associated with treatment failure
have been described in co-infected patients: the incapability of the
patient to increase the CD4 cell count, having a history of previ-
ous relapses, and a CD4 cell count below 100 cel/pl (Cota et al.,
2011). These aspects are taken into account to maintain secondary
prophylaxis. Nevertheless, there have been VL relapses described
in patients with CD4 cell counts which are higher than 200 cel/.1
(Ter Horst et al., 2008; Villanueva et al., 2000). In addition, HIV-
seropositive patients with severe and prolonged reduction of CD4
cell counts did not develop VL (Kubar et al., 1998). This fact, suggests
the presence of other factors than CD4 cell levels, not yet described,
that might affect the therapy response, and represent a great diffi-
culty in establishing a safe CD4 cell count in which the withdrawal
of secondary prophylaxis is secure.

HAART therapy alone seems to be insufficient to prevent VL
relapse (Ter Horst et al., 2008; van Griensven et al., 2014; Cota
etal.,2011; Casadoetal.,2001). Despite the fact that HAART therapy
increases the CD4 cell count, the studies performed with VL patients
receiving HAART, showed a similar rate of relapse than studies car-
ried out in the pre HAART era (van Griensven et al., 2014; Cota etal.,
2011; Villanueva et al., 2000). Therefore, there are no secure recom-
mendations for the maintenance of secondary prophylaxis. Some
experts recommend maintaining it indefinitely. Some others sug-
gest to withdraw it in selected patients who have >200-350 cel/ul
CD4* cell counts and have not presented any relapses in the last
6 months, with undetectable viral load for more than 3 months,
and preferably with negative PCR for Leishmania in blood. There
are even recommendations of reinitiating prophylaxis if the CD4*
cell counts fall below 200 cel/l (WHO, 2010; Panel, 2016; Casado
et al,, 2001; Berenguer et al., 2000).

In the other hand, since it is not easy to define the criteria to
keep the secondary prophylaxis or not, another possible approach
is to establish, with a higher degree of accuracy, the patients who do
not need secondary prophylaxis. This would help to reduce toxicity
and high costs of unnecessary treatments.

In immunocompetent patients with VL, the successful response
to therapy depends on the activation of the IFN-gamma, which
produces a Th1 subset of CD4 positive Leishmania-specific T cells,
resulting in a complete cure without relapses (Kemp et al., 1993).
The lymphoproliferative response after stimulation with soluble
antigen of Leishmania (SLA), has been proposed as an immunolog-

ical marker of a good Leishmania-specific Th1 response after the
infection (Hailu et al., 2005), so it could be useful as a predictor of
cure and would indicate that there is no risk of relapse after a first
episode of visceral leishmaniasis.

In June 2009 an outbreak of leishmaniasis by Leishmania infan-
tum was declared in the southeast of Madrid, with most of the cases
reported in the city of Fuenlabrada. More than 400 cases have been
reported, 160 VL, being the 10% of them in HIV+ patients (Arce
et al., 2013), and 13 have been treated in the Hospital of Fuen-
labrada. Under these circumstances, our aim was to evaluate the
utility of the SLA-specific cell proliferation test as a useful tool to
assess the withdrawal of secondary prophylaxis in HIV+ patients,
without a posterior risk of relapse, and also to enable us to pre-
dict relapses when specific cellular response is lost. This procedure
would improve the therapeutic management of these patients, the
healing criteria definition, and would facilitate the possibility of
withdrawing the secondary prophylaxis to Leishmania/HIV- coin-
fected patients under certain situations.

2. Material and methods

The ethical committee of Fuenlabrada University Hospital
approved the study, and all patients gave their consent for the
performance of the blood test. We considered recruitable, all HIV
positive patients that were followed-up in our hospital during the
five years of the study, that presented an episode of visceral leish-
maniasis, and who gave their consent for the extraction of blood
samples, considering non-recruitable, patients that were under 18
years old, and those that did not wanted to donate their consent.

Since the 2009 outbreak until 2015, 13 HIV infected patients
have been diagnosed of visceral leishmaniasis. All the clinical data
of adult patients with VL during the outbreak was prospectively
collected, and after the hospital discharge, there was a patient
follow-up until 1st of September 2015. From these 13 patients, two
patients had already been treated of a previous visceral leishmani-
asis episode. We were able to perform the follow up in 10 patients,
this was due to the loss of the follow up of a patient that did not
return to the hospital, and two other patients that died of Leish-
mania non-related diseases (cirrhosis and progressive multifocal
leukoencephalopathy).

The clinical characteristics of the patients at the moment of the
diagnosis of visceral leishmaniasis are presented in Table 1.

Since January 2013, we recruited all these 10 HIV+ patients that
had been treated for VL, for SLA tests. Blood samples were collected
to perform cell proliferation assay stimulated with soluble antigen
of Leishmania test (SLA test), IFAT serology, and quantitative PCR
for Leishmania. At least two samples per patient were collected
during the study period. The physicians in charge of the follow up
of these patients were informed of the results of the tests, which
enabled them to decide the best therapeutic measure in each case.



Table 2

Patient characteristics at the beginning of the follow-up (first test).
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2 Time after treatment in weeks since the end of the treatment and the performance of the tests.

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

Lopinavir/ritonavir.

A. Castro et al. / Acta Tropica 164 (2016) 345-351 347

¢ Stimulation with Leishmania antigen.
4 Immunofluorescent antibody titre.

¢ Secondary prophylaxis was indicated, but there was no adherence to the treatment.

All statistical analyses were conducted using the statistical software
package SPSS 11.5 (Chicago, IL, USA). The quantitative variables
appear as the medias and standard deviations. Normal quantitative
variables were compared using an analysis of variance (ANOVA)
test.

The following definitions were used:

e Exposed to Leishmania (infected): defined as patients with docu-
mented infection by at least one of the next test:
O Visualization of Leishmania by microscope in bone marrow.
O Isolation of the parasite from PBMCs in NNN medium culture.
(O DNA detection by PCR in blood or other tissue samples.
O Positive by serology using rK39 technics (qualitative) or by IFI
dilution superior to 1/40.
O Positive cell proliferation after SLA stimulation (stimulation
index higher than 1.74).
¢ Relapse: reappearance of clinical disease after response to initial
treatment.

2.1. Laboratory methods

1. Preparation of soluble L. infantum antigen (SLA): L. infantum anti-
gen extract was prepared from sonicated promastigotes (JPC
strain, MCAN/ES/98/LLM-722), and protein quantification was
performed using Bicinchoninic acid (BCA) (Thermo Scientific
Pierce BCA Protein Assay Kit, USA).

2. Stimulation of peripheral blood mononuclear cells in vitro:
Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were isolated from
heparinized blood samples, and cultured in triplicate for 5 days
in the presence of SLA (10 microgr/ml). Cell proliferation was
measured by bromodeoxyuridine incorporation using the Cell
Proliferation Biotrak ELISA kit (General Electric Healthcare Life
Sciences, UK). The results are shown as stimulation index (SI)
for the antigen. The cut-off for positive lymphoproliferation was
calculated as the mean +3 SD (standard deviation) of the SI for
51 Leishmania-exposed but negative HIV subjects and it corre-
sponds to a value of SI=1.74.

3. Immunofluorescent antibody titre (IFAT) analyses of plasma
samples were performed using 2 x 105 L. infantum promastig-
otes in PBS per well (MCAN/ES/98/LLM-722). Plasma was
assayed as two-fold serial dilutions from 1/20 to 1/640 in PBS
to determine total IgG levels using fluorescein isothiocyanate-
conjugated goat anti-human IgG (Fluoline G) (Bio-Mérieux,
France) diluted 1/200, and threshold titer for positivity was set
at 1/40.

4. rK39-ICT dipsticks were purchased from Leti Laboratories and
the corresponding test was performed following the manufac-
turer’s instructions.

5. DNA isolation and real time PCR: DNA isolation and real time
PCR (qPCR) were performed as described by Cunha et al. (2013).
Briefly, DNA was extracted from 100 L of peripheral blood by
conventional phenol-chloroform extraction and eluted in 100 p.L
of sterile distilled water. For qPCR, 1000 nM of R223 and 500 nM
of R333 primers (Sigma-Aldrich, USA) for the small subunit rRNA
(SSUrRNA) sequence were used. Total DNA was used as a tem-
plate in touchdown gPCR reactions involving the LightCycler
FastStart DNA Master SYBR Green I kit (Roche Applied Science,
Switzerland).

NNN culture of PBMCs: The presence/absence of Leishmania was
checked for every week up to 4 weeks.
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Table 3
Characteristics of the patients at the end of the follow-up (last test).
Follow-up time HAART? Adherence  Secondary Last CD4 counts.  SLAP PCR Leishmania IFAT® Rk39
(days) prophylaxis (parasites/ug)
Patient 1 167 3TC+DRVr+MRC  Correct Yes 121 Negative 29 1/160 +
Patient 2 161 TDF/FTC+DRVr Irregular Yes 68 Negative 2888 1/160 -
Patient 3 138 ABC/3TC+DRVr Correct Yes 111 Negative 4092 1/160 +
Patient 4 92 TDF/FTC/EFV Correct No 601 Positive Negative Negative  +
Patient 5 394 DRVr+RAL+ETV Correct No 322 Positive Negative 1/80 Negative
Patient 6 160 ABC/3TC+EFV Correct No 867 Positive Negative 1/40 Negative
Patient 7 161 TDF/FTC/RPV Correct No 345 Positive Negative 1/80 Negative
Patient 8 300 TDF/FTC+LPVr Correct No 219 Positive Negative 1/80 Negative
Patient 9 146 ABC/3TC+RAL Correct Yes 166 Negative  Negative 1/40 Negative
Patient 10 189 TDF/FTC/EFV Correct No 263 Positive Negative 1/40 Negative

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

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

b Stimulation with Leishmania antigen.
¢ Immunofluorescent antibody titre.
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Fig. 1. Soluble antigen of Leishmania (SLA) Stimulation Index (SLA SI), after the end of VL treatment.

3. Results

Clinical findings regarding VL in the 10 patients we followed-up,
did not differ from those found in inmunocompetent patients. Most
of the patients presented VL manifestations; including weight loss,
hepato-splenomegaly, and pancytopenia, with the exception that
fever appeared only in 6 patients (67%). All patients were treated
with liposomal amphotericin B followed by secondary prophylaxis
after the end of the treatment (Table 1). Table 2 shows the char-
acteristics of the patients at the beginning of the follow up, when
the first test was made. Six out of ten patients had positive SLA-cell
proliferation test. The mean CD4 cell counts of those patients with
positive SLA were 140.2 cel/mm3, and 40.5 cel/mm3 in those with
SLA-negative cell proliferation test (p=0.22). Three patients with
positive SLA-cell proliferation test were not on prophylaxis (it had
been withdrawn before the beginning of the study), and the other
3 patients (CD4 count: 152, 189, 359) were on secondary prophy-
laxis. Nevertheless, secondary prophylaxis was withdrawn in these
patients after the positive SLA-cell proliferation test was obtained
with no relapses (mean duration of the follow up: 60 weeks). Four
patients with negative SLA-cell proliferation test continued on pro-
phylaxis, 3 of them had positive PCR for Leishmania at the end of the
follow up, and 2 presented clinical relapses and were re-treated.
The clinical status of all the patients at the end of follow up is
showed on Table 3. Fig. 1 shows the results of SLA Stimulation Index

Positive test: SLA SI > 1.74.

(SLA SI) in cell proliferation tests and Fig. 2 the comparative media
results in cured patients versus relapsing patients and patients still
in prophylaxis.

4. Discussion

The introduction of HAART for the treatment of HIV infection
has resulted in the decrease of HIV/Leishmania co-infection cases,
which is associated with the increase of CD4 cell count induced
by this treatment. The combination of HAART and secondary pro-
phylaxis for VL has achieved a lower incidence of VL cases in
HIV/Leishmania co-infected patients (Lopez-Vélez et al., 2001).
However, the number of relapses remains high in some patients
on HAART and prophylaxis, mainly in patients with low CD4 cell
count (Alvar et al., 2008). Classically, the CD4 cell count <200 cel/l
has been the parameter related to the risk of developing primary
VL and has also shown to be determinant for relapses (Cota et al.,
2011). Therefore, it has traditionally been used to decide whether
or not, a patient should be administered secondary prophylaxis
(Alvar et al., 2008; WHO, 2010; Panel, 2016; Ter Horst et al., 2008;
Kubar et al., 1998). Visceral leishmaniasis, unlike other opportunis-
tic infections, can occur with CD4 cell counts that are higher than
200 cel/pl (Ter Horst et al., 2008; Villanueva et al., 2000). There
is evidence that other factors, different from the CD4 cell counts,
are involved in the susceptibility of HIV+ patients to present a pri-
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mary Leishmania infection and posterior relapses (Alvar et al., 2008;
Kubar et al., 1998). Apart from the general immunosuppression sta-
tus expressed by the CD4 cell count, our aim in this work, was to
confirm whether the specific cellular response to Leishmania infan-
tum (measured by cell proliferation response after stimulation with
soluble antigen of Leishmania (SLA)), was a useful tool to assess the
existence of Leishmania-specific T cell memory clones, capable to
keep the parasitic infection under control, to avoid relapses and, in
consequence, attempt a secondary prophylaxis withdrawal in these
patients.

Follow up of the co-infected patients after treatment showed
that 6 out of 10 presented a positive SLA-cell proliferation test.
All of these patients were left without prophylaxis for at least 60
weeks and presented no relapses during the whole period. The four
remaining patients who were followed up presented a negative SLA
test. One of them, with low CD4 cell count (<100 cel/pwl) took irreg-
ularly HAART and abandoned secondary prophylaxis, presenting
a relapse. Another patient with low CD4 cell count (<100 cel/pl),
under regular HAART and secondary prophylaxis, also presented
a relapse. The two other patients with negative SLA test, continue
with secondary prophylaxis, and have not presented any relapses
up to the moment. Nevertheless, it is interesting to point out, that
one of these patients presents positive PCR for Leishmania, which
suggests the presence of parasites in peripheral blood. These results
support the fact that SLA-cell proliferation positive test is indicative
of a cell-mediated immune response against the parasite and a good
predictive marker of non-appearance of relapses in HIV patients
co-infected with Leishmania.

All the patients in our cohort who presented a negative SLA-
cell proliferation test had less than 200 CD4 cel/pl. However, we
observed that 2 of the 6 patients with adequate cell response had
less than 200 CD4 cel/wl counts when the prophylaxis was with-
drawn, and 4 out of these 6 patients without prophylaxis at the

present time have less than 350 CD4 cel/ul count. Although the
current recommendations are to use the CD4 count levels in order
to recommend the maintenance or withdrawal of secondary pro-
phylaxis, there is no clear evidence for this statement (WHO, 2010;
Panel, 2016). Previous studies reveal the importance of maintaining
a good CD4 cell count level, as well as developing an specific T cell
response against Leishmania after treatment, in order to diminish
the number of relapses (Moreno et al., 2000; Bourgeois et al., 2008).
It is well known that co-infection has a synergic effect, facilitating
the increase of HIV viral load and progression to AIDS, and that it
favours uncontrolled multiplication of the parasites (van Griensven
et al., 2014), finally reducing the capability of HAART therapy to
increase CD4 counts. Besides, it has been shown that there is an spe-
cific interaction between Leishmania and HIV at a cellular level that
mainly affects macrophages and dendritic cells, and that may result
in the impairment of cell mediated immune response (Alvar et al.,
2008). In consequence, in coinfected patients, specific immunity to
Leishmania is not only related to the CD4 count. Functional activ-
ity of these cells, as assessed in SLA cell proliferation test, should
be taken into account, as a small number of memory T cells could
be enough to build up a sufficient secondary immune response
(Moreno et al., 2000).

During the outbreak in Madrid, a study in solid organ transplant
recipients was performed, in order to test exposure and confirma-
tion of cure in patients treated of VL. In this study, SLA tests were
performed, and two patients did not present a positive lympho-
proliferative response. One of them was serologically positive by
IFAT and developed VL a few days after, and the other patient, was
a patient that had been already treated for VL and was the only
patient (out of six patients with previous VL episodes) who showed
no lymphoproliferative response and relapsed four months after
the test was performed. These results, although with their limi-



350 A. Castro et al. / Acta Tropica 164 (2016) 345-351

tations, reinforce our hypothesis in immunodepressed individuals
(PLOS Neglected Tropical Diseases, 2016).

Another laboratory parameter, which shows encouraging
results when applied to follow up of coinfected patients, is the
quantitative determination of parasite load by PCR. Various studies
using real-time PCR demonstrated that relapses are preceded by
an elevation of parasite levels measured by this method, in periph-
eral blood (Bourgeois et al., 2008; Antinori et al., 2007; Bossolasco
et al., 2003; Mary et al., 2006). It is not well known how often
these tests should be performed, nor which levels are clearly asso-
ciated to a relapse. In our cohort, we found 3 patients with positive
PCR, including the two patients that relapsed. The third one was
asymptomatic but actually presented a higher parasitic load than
the rest of the other patients that had presented clinical relapses.
All these three patients presented negative SLA-cell proliferation
test. The results of both parameters, lymphoproliferative response
after stimulation with SLA and PCR presented no variations along
the period of the study, which ranged from 55 to 112 weeks. This
fact reinforces our results, which are consistent, showing a rela-
tionship between positive PCR and negative SLA-cell proliferation
test, which supports the idea that both techniques could be used
as complementary tests to follow up coinfected patients after the
withdrawal of secondary prophylaxis.

There are limitations to our study, and one of them was the
small number of patients. Our results have limitations inherent to
observational studies, which do not allow drawing any definitive
conclusions because of the requirement of comparative clinical tri-
als to be done. The unexpected outbreak did not allow us to design a
randomized controlled trial, nor an observational prognostic study
in which other factors associated with VL relapse were also studied.
However, we think that our findings are consistent and promising
enough to be investigated in future trials.

Another condition that has to be taken into account is that
implementation of PBMC SLA stimulation assays may be difficult
in certain situations, because is laborious and time-consuming.
However, this technic has already been used in HIV patients with
Leishmania, although this is the first time that it is used to study
relapses and as a prognostic marker (Moreno et al., 2000). Due to
the complexity of some these laboratory tests, there has been devel-
opment of whole blood assay (Quantiferon) techniques to detect
asymptomatic individuals in areas where Leishmania infantum is
endemic (Ibarra-Meneses et al., 2016), but there are no results pub-
lished in Leishmania/HIV coinfection. The aim of the development of
this technic is to have an easy rapid test that can help us to detect
patients with a higher risk of relapse or development of the dis-
ease in HIV exposed patients in areas with high endemicity. There
have been results published with these techniques assessing latent
tuberculosis infection in HIV patients, although there are still cer-
tain limitations concerning these results in patients with severe
immunosuppression (Cattamanchi et al., 2011; Aichelburg et al.,
2014).

In conclusion, we think that the performance of lymphopro-
liferative response test after stimulation with soluble antigen of
Leishmania (SLA), can be a tool which may enable us to withdraw
the prophylaxis in patients under frequent clinical supervision that
have not achieved >200 cel/w.l CD4 cell counts. This could diminish
the administration of drugs with many side effects, that are expen-
sive, and which have proven to be insufficient to prevent relapses.
Further investigation is needed and we suggest the incorporation
of SLA test in future trials.
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ABSTRACT Protozoan parasites of the genus Leishmania adapt to environmental
change through chromosome and gene copy number variations. Only little is known
about external or intrinsic factors that govern Leishmania genomic adaptation. Here,
by conducting longitudinal genome analyses of 10 new Leishmania clinical isolates,
we uncovered important differences in gene copy number among genetically highly
related strains and revealed gain and loss of gene copies as potential drivers of
long-term environmental adaptation in the field. In contrast, chromosome rather
than gene amplification was associated with short-term environmental adaptation to
in vitro culture. Karyotypic solutions were highly reproducible but unique for a given
strain, suggesting that chromosome amplification is under positive selection and de-
pendent on species- and strain-specific intrinsic factors. We revealed a progressive
increase in read depth towards the chromosome ends for various Leishmania iso-
lates, which may represent a nonclassical mechanism of telomere maintenance that
can preserve integrity of chromosome ends during selection for fast in vitro growth.
Together our data draw a complex picture of Leishmania genomic adaptation in the
field and in culture, which is driven by a combination of intrinsic genetic factors that
generate strain-specific phenotypic variations, which are under environmental selec-
tion and allow for fitness gain.
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Bussotti et al.

IMPORTANCE Protozoan parasites of the genus Leishmania cause severe human and
veterinary diseases worldwide, termed leishmaniases. A hallmark of Leishmania biol-
ogy is its capacity to adapt to a variety of unpredictable fluctuations inside its hu-
man host, notably pharmacological interventions, thus, causing drug resistance. Here
we investigated mechanisms of environmental adaptation using a comparative
genomics approach by sequencing 10 new clinical isolates of the L. donovani, L. ma-
jor, and L. tropica complexes that were sampled across eight distinct geographical
regions. Our data provide new evidence that parasites adapt to environmental
change in the field and in culture through a combination of chromosome and gene
amplification that likely causes phenotypic variation and drives parasite fitness gains
in response to environmental constraints. This novel form of gene expression regula-
tion through genomic change compensates for the absence of classical transcrip-
tional control in these early-branching eukaryotes and opens new venues for bio-
marker discovery.

KEYWORDS Leishmania, aneuploidy, evolution, gene copy number variation,
genomic adaptation, telomeric amplification

rotozoan parasites of the genus Leishmania are transmitted by female blood-

feeding sand flies and can cause severe diseases in infected humans and animals.
The success of this pathogen relies on its capacity to sense changes in various host
environments that trigger a series of distinct developmental transitions (1). Inside
phlebotomine insect vectors, noninfectious procyclic promastigote parasites differen-
tiate into highly infectious metacyclic promastigotes, which are transmitted to verte-
brate hosts during a blood meal, where they develop into the disease-causing amas-
tigote form inside host macrophages (2, 3). Aside from stage differentiation, Leishmania
parasites seem to adapt to a variety of environmental fluctuations encountered in their
hosts, with important consequences for infection outcome, such as drug treatment.
Phenotypic shifts in Leishmania have been linked to genome plasticity, with frequent
copy number variations (CNVs) of individual genes or chromosomes linked to drug
resistance (4-9) or tissue tropism (10, 11). A better insight into molecular and genetic
mechanisms underlying Leishmania genetic diversity and evolution of new phenotypes
is therefore essential to understand parasite pathogenicity and hence the epidemiology
of Leishmania infection.

Combining DNA sequencing (DNA-seq) and transcriptome sequencing (RNA-seq)
analyses of karyotypically distinct Leishmania donovani field isolates and experimental
clones, we recently established a direct correlation between transcript abundance and
chromosome amplification (12, 13)—a form of genomic regulation of gene expression
levels that compensates for the absence of classical transcriptional control in these
early-branching eukaryotes (10, 14, 15). Using the L. donovani LD1S experimental strain
and conducting in vitro evolutionary experiments, we demonstrated the highly dy-
namic, reversible, and reproducible nature of parasite karyotypic changes and corre-
lated chromosome amplification to fitness gains in culture (13). Using recent clinical
isolates of L. donovani, we demonstrated that such karyotypic changes were strain
specific (12), suggesting a potential link between the genetic background of the
parasite and its karyotype plasticity (12, 16). Despite the potential relevance of genomic
adaptation in shaping the parasite pathogenic potential, only little is known about the
dynamics of gene and chromosome CNVs in Leishmania field isolates while they evolve
to adapt to new environments. Here we address this important open question by
comparing the genomes of 10 clinical isolates belonging to three different Leishmania
complexes (L. donovani, L. major, and L. tropica) from eight geographical regions. Read
depth analysis revealed gene and chromosome CNVs as potential drivers of long-term
and short-term adaptation, respectively. Isolates during early and later stages of culture
adaptation showed reproducible karyotypic changes for a given strain, providing
strong evidence that chromosomal amplification is under positive selection. Signifi-
cantly, these changes occurred in an individualized manner in even highly related
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strains, thus implicating for the first time environment-independent intrinsic genetic
factors affecting Leishmania karyotypic adaptation.

RESULTS

Analyzing the evolutionary relationship among Leishmania strains. Ten Leish-
mania strains belonging to the L. tropica, L. major, or L. donovani complexes were
obtained from different sources and regions (see Materials and Methods and see
Table S1 at GitLab [https:/gitlab.pasteur.fr/gbussott/Leishmania_genome_dynamics
_during_environmental_adaptation_reveals_strain_specific_differences/]), and parasites
from early passage (passage 2) and later culture passages (passage 5 [designated EP
and EP + 3, respectively]) were subjected to sequencing analysis (see Fig. S1 in the
supplemental material and Table S2 at GitLab).

We first used the EP sequence information to confirm species determination and to
characterize strain-specific genetic variations that may inform on mechanisms of ad-
aptation. Principal-component analysis (PCA) and clustering analyses based on the
average nucleotide identity (ANI) among strains confirmed the molecular determina-
tion of the various Leishmania species (see Fig. S2A and B in the supplemental material),
with L. infantum and L. donovani or L. major and L. tropica grouping together, respec-
tively. Ldo_CH33 grouped with other L. donovani strains, thus, confirming previous
zymodeme analysis (17-19). Based on branch length that correlates with genetic
distance, the L. infantum isolates Linf_ZK27, Linf_LLM56, Linf_LLM45, and Linf_02A are
highly related, as was expected by their common epidemiological classification as
MON-1 (see Table S1 at GitLab).

Comparison of the repertoires of high-frequency single-nucleotide variants (SNVs
[>90%]) across the L. infantum isolates (Fig. 1A) confirmed the very close relationship
among these samples despite their geographic distance, with less than 600 strain-
specific SNVs observed for a given isolate. The majority of SNVs show a low frequency
(data not shown), suggesting that nucleotide variants may not be under strong
selection in this species. In contrast, the L. donovani strains are evolutionarily more
distant, as judged by the presence of over 40,000 strain-specific SNVs, with high-
frequency SNVs likely being associated with defined haplotypes that may be under
selection, as previously suggested (13, 20), or may be the result of geographic sepa-
ration and genetic drift (Fig. 1B).

Finally, the SNV analysis revealed the close genetic relationship between the Tuni-
sian and Algerian L. major samples, with 36,726 SNVs shared between the strains
compared to the reference genome (Fig. 1C). The massive amount of SNVs identified in
L. tropica confirmed the large evolutionary distance to L. major strains observed by PCA
and the clustering analyses (Fig. S2). Differences in the evolutionary relationship were
further supported by the absence of inversions or translocations in the L. major and
L. infantum strains compared to the corresponding reference genomes and the
presence of translocations in the Cypriot Ldo_CH33 strain and the Sudanese
L. donovani strain Ldo_LTB (Fig. 1D; see Table S6 at GitLab [https:/gitlab.pasteur.fr/
gbussott/Leishmania_genome_dynamics_during_environmental_adaptation_reveals
_strain_specific_differences/]), revealing a potential role of these structural genome
variations in L. donovani adaptation.

Strain-specific gene copy number variations. Cross-comparison of read depths
among the EP samples revealed important intraspecies variations in copy number for
single- and multicopy genes (see Materials and Methods and see Table S7 at GitLab
[https://gitlab.pasteur.fr/gbussott/Leishmania_genome_dynamics_during_environmental
_adaptation_reveals_strain_specific_differences/]). Plotting the gene coverage values for
the three L. infantum isolates, the three L. donovani isolates, or the two L. major isolates
together with the L. tropica sample, resulted in strong, confined signals at the center of
the ternary plots that correspond to genes with equal copy number and thus a 33%
distribution across the three axes (Fig. 2, left panels). Compared to the different
reference genomes, we observed important, strain-specific differences in gene copy
number that are visualized on these plots by shifts of the signals out of the center.
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FIG. 1 SNVs and translocations with respect to the reference genomes. Venn diagrams show the number of unique and shared SNVs among three L. infantum
strains (A), three L. donovani strains (B), and two L. major strains together with an L. tropica strain (C). (D) Circos representation of genomic translocations in
samples Ldo_CH33 and Ldo_LTB compared to the corresponding L. donovani reference genome. Connecting lines represent translocations events. Black and
red lines demonstrate, respectively, Ldo_CH33 and Ldo_LTB specific translocations. Blue lines show translocations common in both strains. No inversions were
detected using the filtering settings indicated in the Materials and Methods section. Black, chromosomes; red, genes mapping on the positive strand; green,
genes mapping on the negative-strand.

Overall, using a cutoff of a 0.5 increase or decrease in a normalized read depth of 1
(corresponding to the copy number per haploid genome), we observed 67, 152, and
119 strain-specific amplifications, respectively, for L. infantum, L. donovani, and L. major
(see Table S8 at GitLab). A selection of annotated genes is shown in Table 1 and Table 2
(for the full panel, see Table S8), and prominent examples are represented in the right
panels of Fig. 2.

In L. infantum, we observed (i) a 2.94-fold amplification in Linf_LLM56 of LinJ.30.2990
encoding a glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase, (i) a cluster of seven genes
(Linj.29.0050 to Linj.29.0110) located in an ~23-kb region delimited by SIDER repetitive
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FIG. 2 Interstrain gene CNV. (A to C) Ternary plots showing for each gene the relative abundance in the three
considered strains (left panels). The axes report the fraction of the normalized gene coverage in the three strains, with
each given point adding up to 100. Black dots represent unique genes, whereas red dots indicate genes representing
gene families. Comparisons of three L. infantum strains (A), three L. donovani strains (B), and two L. major strains
together with an L. tropica strain (C) are shown. The right panels show examples of detected gene copy number
variations (CNVs). From top to the bottom, the tracks represent the sequencing depth measured in the three strains,

(Continued on next page)
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TABLE 1 Selection of gene CNVs in L. infantum field isolates?

Normalized mean read depth of:

Gene_id®? Linf_ZK27 Linf_LLM56 Linf_ 02A Annotation

LinJ.08.0780 0.96 1.12 2.18 Amastin-like protein

LinJ.09.0200 5.72 9.86 8.1 Putative ATG8/AUT7/APG8/PAZ2
LinJ.10.0490* 18.1 20.55 32.92 GP63, leishmanolysin

LinJ.12.0661 11.63 13.46 6.1 Conserved hypothetical protein
LinJ.15.1240 1.96 3.82 3.87 Putative nucleoside transporter 1
LinJ.19.0820 9.58 14.39 9.09 Putative ATG8/AUT7/APG8/PAZ2
LinJ.23.1330 245 344 1.46 Hypothetical protein, unknown function
LinJ.26.snoRNA1  3.25 3.77 491 ncRNA¢

LinJ.26.snoRNA15 4.2 4.74 6.21 ncRNA

LinJ.26.snoRNA2  3.59 4.34 5.51 ncRNA

LinJ.26.snoRNA3  3.92 4.67 6.04 ncRNA

LinJ.26.snoRNA4  4.03 5 6.28 ncRNA

LinJ.26.snoRNA5  3.94 4.94 6.2 ncRNA

LinJ.26.snoRNA6  4.41 5.04 6.61 ncRNA

LinJ.26.snoRNA7  4.64 5.18 6.9 ncRNA

LinJ.29.0060* 2.04 1.08 0.96 Putative tryptophanyl-tRNA synthetase
LinJ.29.0070* 217 1.02 1.01 QA-SNARE protein putative
LinJ.29.0080* 2.07 1.08 0.99 Conserved hypothetical protein
LinJ.29.0090* 2.09 1.03 1.05 Putative Ras-like small GTPases
LinJ.29.1610 1.89 4.45 1.81 Conserved hypothetical protein
LinJ.29.2570 3.2 241 1.92 Putative 60S ribosomal protein L13
LinJ.30.2990* 0.98 3.57 2.01 G3P dehydrogenase

Lin).31.1470 1.98 1.96 1.17 Hypothetical protein, unknown function
LinJ.31.1930 10.41 16.79 15.38 Ubiquitin-fusion protein

LinJ).31.2390 1.04 1.04 0 Helicase-like protein

LinJ.33.0360 20.87 13.19 12.22 Heat shock protein 83-1

LinJ.34.1020 2.11 1.22 2.16 Putative amastin-like surface protein
LinJ).34.1680 4,07 6.09 3.99 Putative amastin-like surface protein
LinJ.36.0190 3.1 5.62 7.22 Elongation factor 2

aFor full data, see Table S7 at GitLab (https://gitlab.pasteur.fr/gbussott/Leishmania_genome_dynamics_during
_environmental_adaptation_reveals_strain_specific_differences/).

bAsterisks indicate genes shown in the right panel of Fig. 2.

<ncRNA, noncoding RNA.

elements that showed a 2-fold amplification in Linf_ZK27, and (iii) the amplification (up
to 32-fold) of the GP63 leishmanolysin cluster (LinJ.10.0490 to LinJ.10.0530) in Linf_02A.
For L. donovani, we identified (i) a 48-fold amplification specific to Ldo_LTB of a cluster
of 10 genes (LdBPK_350056400 to LdBPK_350057300), which includes a biopterin
transporter, an RNase P, an RNA pseudouridylate synthase, and a putative ribosomal
L37e protein, (ii) an up to 26-fold amplification in Ldo_BPK26 of a putative amastin
surface glycoprotein (LdBPK_340024100), and (iii) the deletion in Ldo_CH33 and partial
depletion in Ldo_LTB of a putative amastin-like surface protein (LdBPK_340015500).
Finally, as expected from their phylogenetic relationship, important differences were
observed in gene CNVs between the L. tropica and L. major strains, including (i) an
amplification on chromosome 35 in both Lmj_1948 and Lmj_A445 (respectively, 3.51-
and 2.63-fold), spanning a hypothetical protein (LmjF.35.0250) and the 5’ portion of a
putative GTPase-activating protein (LmjF.35.0260), (i) an up to 6-fold amplification in
Ltr_16 of a putative KU80 protein (LmjF.30.0340) flanked by SIDER2 elements, and (iii)
an Lmj_A445-specific amplification of a small nucleolar RNA (snoRNA) cluster on
chromosome 26.

Together these results suggest that gene CNVs may drive or be the result of
adaptation of otherwise highly related Leishmania field isolates, causing phenotypic
differences with respect to stress resistance, nutrition, and infectivity, as judged by
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the gene annotations, and the predicted repetitive elements. Coverage tracks were produced with bamCoverage from
the deepTools suite (48) (version 2.4.2), ignoring duplicated reads. Normalization of reads per kilobase per million
(RPKM) was applied to render the coverage comparable across samples.
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TABLE 2 Selection of gene CNVs in L. donovani field isolates?

mBio’

Normalized mean read depth of:

Gene_id®? Ldo_CH33 Ldo_BPK26 Ldo_LTB Annotation

LdBPK_040006600 6.17 0.94 4.8 Hypothetical protein, conserved
LdBPK_050017700 14.07 12.32 9.35 snoRNA

LdBPK_080012500 10.68 9.38 7 Amastin-like protein
LdBPK_080013600 7.46 4.69 4.1 Amastin-like protein
LdBPK_080015900 7.21 10.48 6.93 Cathepsin L-like protease
LdBPK_090006900 8.63 4.22 9.44 Putative ATG8/AUT7/APG8/PAZ2
LdBPK_100009300 4.49 15.24 5.36 Folate/biopterin transporter, putative
LdBPK_120013500 10.18 7.52 18.83 Surface antigen protein 2, putative
LdBPK_120014600 18.73 8.8 15.23 Hypothetical protein
LdBPK_190014300 11.45 7.24 13.77 Putative ATG8/AUT7/APG8/PAZ2
LdBPK_270021500 2.1 4.16 3.06 Amino acid transporter, putative
LdBPK_270026500 3.24 1.13 5.69 Amino acid aminotransferase, putative
LdBPK_270030100 21.94 10.67 6.68 18S, ribosomal, SSU, RNA
LdBPK_270030130 20.81 10.7 6.4 rRNA

LdBPK_270030140 21.2 10.73 6.74 28S, ribosomal, RNA, LSU-«a
LdBPK_270030150 19.96 9.97 6.18 28S, ribosomal, RNA, LSU-B
LdBPK_270030160 17.77 9.65 5.93 28S, ribosomal, RNA, LSU-§, M2
LdBPK_270030170 21.2 10.74 6.19 28S, ribosomal, RNA, LSU-{, M6
LdBPK_270030180 17.68 10.16 537 28S, ribosomal, RNA, LSU-g, M4
LdBPK_280010700 3.08 1.01 2.48 Major surface protease gp63, putative
LdBPK_280035000 8.59 14.66 8.04 Heat shock protein hsp70, putative
LdBPK_300020900 2.34 7.56 1.88 p1/s1 nuclease

LdBPK_310009700 7.22 10.63 6.01 Amastin, putative

LdBPK_310016700 43 8.48 534 Sodium stibogluconate resistance protein
LdBPK_320043700 3.28 2.02 5.44 HIBCH-like protein

LdBPK_330008700 8.56 13.64 7.76 Heat shock protein 83-17
LdBPK_340015500* 0.07 1.18 0.36 Amastin-like surface protein, putative
LdBPK_340015600 3.19 5.12 3.15 Amastin-like surface protein, putative
LdBPK_340015800 1.78 0.92 3.36 Amastin-like surface protein, putative
LdBPK_340017400 2.75 1.04 0.8 Amastin-like surface protein, putative
LdBPK_340023500 3.03 1.87 9.92 Amastin-like surface protein, putative
LdBPK_340024100* 1.47 26.05 5.71 Amastin surface glycoprotein, putative
LdBPK_350056400* 1 1 48.78 Hypothetical protein
LdBPK_350056500* 1.02 1.07 47.88 Hypothetical protein, conserved
LdBPK_350056600* 1.04 0.98 44.76 Protein-only RNase P, putative
LdBPK_350056700* 1.22 1.1 36.57 Ribosomal protein L37e, putative
LdBPK_350056800* 1.03 1.03 43.11 RNA pseudouridylate synthase, putative
LdBPK_350056900* 1.01 0.91 45.34 Hypothetical protein
LdBPK_350057000* 0.92 0.96 41.41 Hypothetical protein
LdBPK_350057100* 1.05 0.87 42.65 Hypothetical protein, unknown function
LdBPK_350057200* 0.97 0.96 43.22 Biopterin transporter, putative
LdBPK_350057300* 1.06 0.89 44 Hypothetical protein

aFor full data, see Table S7 at GitLab (https://gitlab.pasteur.fr/gbussott/Leishmania_genome_dynamics_during_environmental_adaptation_reveals_strain_specific_differences/).
PacBio L. donovani LDBPK assembly and annotations were downloaded on 02/05/2017 (ftp://ftp.sanger.ac.uk/pub/project/pathogens/Leishmania/donovani/

LdBPKPAC2016beta).
bAsterisks indicate genes shown in the right panel of Fig. 2.

gene CNVs observed in heat shock proteins, transporters, and known virulence factors
(Table 1 and Table 2). Thus, gene CNV seems to shape the parasite genome and likely
its pathogenic potential in the field through positive (amplification) and purifying
(deletion) selection, potentially driving long-term adaptation to ecological constraints
of local transmission cycles.

Dynamic karyotype changes during extended growth in culture. We next
assessed structural genomic variations that may drive short-term environmental adap-
tation comparing EP and EP + 3 samples that evolved in vitro during culture adapta-
tion. Whole-genome sequencing (WGS) and read depth analysis revealed important
karyotype differences between the two in vitro passages of a given strain (intrastrain
variation) and among different strains (interstrain variation). Aside from an intrachro-
mosomal duplication at both EP and EP + 3 observed in Ldo_LTB spanning nearly half
of chromosome 27 (453,410 bases) affecting 113 genes, changes in read depth were
homogenous across all chromosomes, thus revealing frequent aneuploidy (see Fig. S3
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in the supplemental material). Linf ZK27 and Ldo_LTB displayed the most stable
karyotypes between EP and EP + 3. As judged by read depth values corresponding to
integer or intermediate chromosome copy number values, full or mosaic aneuploidy
was observed for four chromosomes in Linf_ZK27 (chromosomes 6, 9, 31, and 35) and six
chromosomes in Ldo_LTB (chromosomes 13, 15, 20, 23, 31, and 33), which were established
at EP and maintained at EP + 3 (Fig. 3; see Table S4 at GitLab [https:/gitlab.pasteur.fr/
gbussott/Leishmania_genome_dynamics_during_environmental_adaptation_reveals
_strain_specific_differences/]). All other isolates showed higher intrastrain karyotype
instability with both gain and loss of chromosomes observed between EP and EP + 3.
Linf_02A represented the most extreme example showing significant changes in read
depth for 21 chromosomes (Fig. 3; see Table S4 at GitLab) and five chromosomes with
a somy score difference higher than 0.5 compared to the disomic state corresponding
to 2 (see Material and Methods and see Table S4 at GitLab). Overall, chromosomes 20
and 23 showed the highest propensity for amplification between EP and EP + 3, with
different ploidy levels (mosaic aneuploidy, trisomy, and tetrasomy) observed in, respec-
tively, 19 and 15 samples out of 25, suggesting that amplification of these chromo-
somes may provide fitness advantage during culture adaptation for most of the strains
analyzed in our study.

With the exception of the previously reported stable aneuploidy for chromosome 31
(10), the dynamics of the observed karyotypic changes are substantially different
among all isolates. It is interesting to speculate that this heterogeneity reflects indi-
vidualized solutions driving fitness gains in vitro. While differences in culture conditions
certainly account for some of the observed karyotypic variability, the comparison of
two closely related Spanish L. infantum isolates, Linf_LLM45 and Linf_LLM56, reveals a
culture-independent component implicated in genomic adaptation. Both isolates were
adapted to culture at the same time under the same conditions, yet they showed
important differences in karyotype dynamics, with only Linf_LLM56 demonstrating changes
in somy levels at EP + 3 (Fig. 3; see Table S4 at GitLab [https://gitlab.pasteur.fr/gbussott/
Leishmania_genome_dynamics_during_environmental_adaptation_reveals_strain_specific
_differences/]). These strains are genotypically identical (zymodeme MON-1) (see Ta-
ble S1 at GitLab) and are genetically closely related, with an average nucleotide identity
of over 99.95%, suggesting that minor genetic differences may have an important
impact on Leishmania karyotypic adaptation to a given environment. Aside from SNVs
(Fig. 1), the difference in karyotype dynamics may be linked to gene CNVs observed
between Linf_LLM45 and Linf_LLM56, which affected genes implicated, for example, in
protein translation, protein folding, or protein turnover (Table 3).

Despite this remarkable plasticity of the Leishmania karyotype, we observed that
changes in chromosome number are highly reproducible in duplicate EP + 3 samples
that were derived for L. major (Lmj_1948 and Lmj_A445), L. infantum (Linf_ZK27), L.
donovani (Ldo_BPK26), and L. tropica (Ltr_16) (Fig. 3). Thus, even though karyotypic
fluctuations may arise in a stochastic manner—either in the host or during culture
adaptation—our data demonstrate that beneficial karyotypes are under strong selec-
tion during culture adaptation. Significantly, the SNV frequency profiles for EP and
EP + 3 were largely identical, ruling out the possibility that adaptation occurs through
selection of subpopulations that would cause important shifts in SNV frequency
distribution (data not shown). Together our results document the highly dynamic
nature of karyotype management in Leishmania during environmental adaptation that
is likely governed by complex interactions between external cues and intrinsic genetic
differences.

Dynamic variations in gene copy number during de novo culture adaptation.
Plotting of genome-wide sequencing coverage of EP + 3 against EP for all annotated
genes resulted in a largely diagonal distribution, suggesting that there are no major
CNVs between the two different passages (Fig. 4A; see Fig. S4 in the supplemental
material and see Table S9 at GitLab [https://gitlab.pasteur.fr/gbussott/Leishmania_genome
_dynamics_during_environmental_adaptation_reveals_strain_specific_differences/]). Overall,
the majority of genes were scattered around a normalized coverage of 1 (corresponding
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FIG. 3 Chromosome ploidy analysis. Box plots represent the normalized sequencing coverage distribu-
tions for each chromosome for the strains indicated. The lower and upper edges of the box show,
respectively, the lower quartile (i.e., 25% of nucleotides with normalized coverage below that value) and
upper quartile (i.e., 25% of nucleotides with normalized coverage above that value). The whiskers show
maximum and minimum coverage values, excluding outliers. Outliers are not shown to ease plot
readability. Box sizes reflect coverage dispersion that can be affected by sample sequencing depth,
chromosomal ploidy, intrachromosomal copy number alterations, assembly gaps, or repetitive regions.

(Continued on next page)
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TABLE 3 Gene CNVs in the Spanish L. infantum isolates Linf_LLM45 and Linf_LLM56

mBio’

Normalized mean read depth of:

Gene Linf_LLM45 Linf_LLM56 Ratio Delta Annotation

LinJ.02.0690 1.6 2.1 0.7 0.5 Hypothetical protein, unknown function
LinJ.03.0420 1.4 1.9 0.7 0.6 Putative 60S acidic ribosomal protein P2
LinJ.04.0160 1.4 2.0 0.7 0.6 Hypothetical protein

LinJ.04.0180 2.2 1.1 2.0 1.1 Surface antigen-like protein
LinJ.05.snoRNA3 7.9 84 0.9 0.6 ncRNA“

LinJ.05.snoRNA5 7.7 8.8 0.9 1.1 ncRNA

LinJ.09.0200 8.8 7.8 1.1 1.0 ATG8/AUT7/APG8/PAZ2, cytoskeleton
LinJ.10.0490 15.4 16.7 0.9 1.3 GP63, leishmanolysin

LinJ.11.1110 33 1.9 1.7 1.4 Putative 60S ribosomal protein L28
LinJ.11.1120 2.1 1.0 2.1 1.1 Conserved hypothetical protein
LinJ.13.0330 1.3 10.0 1.1 1.3 a-Tubulin

LinJ.14.0400 1.8 3.8 0.5 2.0 Conserved hypothetical protein
LinJ.15.snoRNA4 15.3 13.8 1.1 1.5 ncRNA

LinJ.17.0090 211 21.8 1.0 0.8 Elongation factor 1-a

LinJ.18.1500 4.0 3.1 1.3 0.9 Putative P-type H*-ATPase
LinJ.19.0820 9.9 1.3 0.9 1.4 Putative ATG8/AUT7/APG8/PAZ2
LinJ.19.1350 2.7 3.8 0.7 1.0 Putative glycerol uptake protein
LinJ.22.snoRNA1 5.7 4.7 1.2 1.0 ncRNA

LinJ.26.snoRNA10 54 4.9 1.1 0.5 ncRNA

LinJ.26.snoRNA15 54 4.7 1.1 0.6 ncRNA

LinJ.26.snoRNA7 5.8 52 1.1 0.7 ncRNA

LinJ.29.1570 1.0 1.6 0.7 0.5 Conserved hypothetical protein
LinJ.29.1580 1.0 1.5 0.7 0.5 Conserved hypothetical protein
LinJ.29.1610 2.8 3.7 0.8 0.9 Conserved hypothetical protein
LinJ).29.2240 1.2 1.8 0.6 0.6 Conserved hypothetical protein
LinJ.30.0690 3.6 3.0 1.2 0.6 Putative 40S ribosomal protein S30
LinJ.30.1660 2.0 14 1.4 0.6 Conserved hypothetical protein
LinJ.30.3550 1.0 2.0 0.5 1.0 Conserved hypothetical protein
LinJ.30.3560 1.0 2.0 0.5 1.0 S-Adenosylmethionine synthetase
LinJ.31.0460 3.0 1.0 29 2.0 Putative amastin

LinJ.31.1660 29 2.1 1.4 0.8 3-Ketoacyl-CoA thiolase-like protein
LinJ.31.1930 16.1 13.4 1.2 2.7 Ubiquitin-fusion protein
LinJ.32.1910 2.8 1.8 1.6 1.0 Putative iron superoxide dismutase
LinJ.33.0360 58 1.3 0.5 5.6 Heat shock protein 83-1
Lin).34.1010 54 3.8 1.4 1.6 Putative amastin-like surface protein
LinJ.34.1020 3.1 1.2 2.6 1.9 Putative amastin-like surface protein
LinJ).34.1680 4.1 6.1 0.7 2.0 Putative amastin-like surface protein
LinJ).34.1730 10.9 14.4 0.8 35 Putative amastin-like surface protein
LinJ.36.0190 6.0 5.0 1.2 1.0 Elongation factor 2

LinJ).36.1680 1.8 25 0.7 0.6 Universal minicircle sequence bd. protein
LinJ.36.3010 1.5 2.3 0.7 0.8 40S ribosomal protein S24e

ancRNA, noncoding RNA.

to the copy number per haploid genome [see Materials and Methods]), suggesting that
their copy number matches the one in the reference strains. We nevertheless observed
a significant number of genes across all isolates that showed coverage either below
0.5-fold or above 2-fold, independent of culture passage, thus, revealing important
differences between the isolates and their corresponding reference genomes. This
analysis uncovered a significant increase in coverage at EP + 3 for all chromosomes of
strain Linf_02A (Fig. 4B; see Table S9 at GitLab), indicating some form of CNV that
correlated with increased culture passage. In the following analyses, we more closely
investigated the structural basis of these culture-associated CNVs in Linf_02A.
Telomeric amplification. We partitioned the genome into contiguous windows and
plotted the coverage at EP or EP + 3, as well as the ratio between EP + 3 and EP. We

FIG Legend (Continued)

The increased box size visible in chromosome 27 of sample Ldo_LTB is caused by a large subchromo-
somal amplification (Fig. S3). In L. donovani, L. major, or L. tropica samples, the presence of large gaps or
repetitive regions inflates the box size for chromosomes 2, 8, and 12. Green, early passage (EP); orange,
EP + 3.1 replicate; purple, EP + 3.2 replicate.
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FIG. 4 Gene copy number variation (CNV) during culture adaptation. (A) Genome-wide scatter plot showing log,, gene coverage of EP and EP + 3 samples.
Dots represent all genes annotated in the respective reference assemblies. (B) Chromosome-specific scatter plots of gene CNVs between EP + 3 versus EP. Only
selected chromosomes are shown, and the full panel is available in Fig. S4. The red diagonal lines indicate the bisectors. The gray dashed horizontal lines mark
a coverage value of 1. The axes’ maximum and minimum values were adjusted to the most extreme values for each plot to avoid logarithmic compression.
For both panels A and B, the EP + 3.1 replicate was used, except for Lmj_A445, for which the EP + 3.2 replicate was utilized.

observed a significant increase in read depth toward the telomeres in both EP and
EP + 3 for Lmj_1948, while coverage fluctuations in EP + 3 were observed for Ltr_16,
Lmj_A445, and Linf_02A, generating a repetitive pattern when plotting the entire
genome (Fig. 5A). The observed increase in read depth is not discrete but gradual,
spanning from subtelomeric regions to the telomeres and thus cannot be assigned to
misannotation of the number of telomeric repeats in the reference genome. (That
should cause a discrete but not progressive increase in read depth at the telomeres
only.) The gradual increase in read depth supports the increased gene coverage and
contributes to the shift in the chromosome coverage distribution we observed for strain
Linf_02A at EP + 3 (Fig. 3 and Fig. 4B). We found the gradual increase in read depth to
be disrupted for chromosomes 7 and 13 by regions with lower read depth (Fig. 5B; see
Fig. S5 in the supplemental material). According to our model, these genomic elements
should not be part of subtelomeric regions and thus either reflect a strain-specific
recombination event or misassembly of the L. infantum reference genome. Synteny
analysis among available reference genomes showed that the disruptive sequence
elements observed in Linf_02A show subtelomeric localization in L. major and the novel
PacBio-generated LdBPK genome (12), revealing misassembly of these regions in the
current L. infantum and the previous L. donovani reference genomes (Fig. 5C). This
“diagnostic” value of our result confirms that telomeric amplification is not a technical
artifact but represents a nonconventional mechanism of telomeric amplification in
Leishmania that may be similar to those described in other organisms (21).
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FIG. 5 Subtelomeric amplification. (A) Genome-wide coverage ratios (y axes) between EP and EP + 3 of the indicated samples and their respective reference
genomes (left and middle panels) or between EP + 3/EP (right panels) are shown. The EP + 3 coverage refers to the EP + 3.1 replicate, except for Lmj_A445,
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windows of 300 bases. In each panel, the 36 Leishmania chromosomes are shown in sequential order. To ease the visualization, all scores of >3 were assigned
to a value of 3. (B) The EP + 3/EP coverage ratio for chromosomes 3, 7, and 13 of sample Linf_02A (top panel) and the Integrative Genomics Viewer (IGV)
snapshots of the respective chromosome extremities (bottom panel) are shown. The lower tracks (in order of appearance from the top) correspond to
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DISCUSSION

Drawing from newly generated genome sequences of Leishmania clinical isolates
and conducting longitudinal studies in vitro, we demonstrate the existence of strain-
specific gene copy number variations that may drive long-term and short-term evolu-
tionary trajectories in Leishmania. We show that highly related Leishmania isolates that
evolved in different regions are distinguished by both amplification and loss of genes
linked to parasite infectivity, such as GP63 or amastins. The fixation of these genetic
alterations may not be random but could potentially be the result of positive or
purifying selection processes that are functional and adapt parasite fitness to a given
ecology or transmission cycle. Identification of such genomic alterations that are under
selection by the host can directly inform about genetic loci that are clinically relevant.
The corresponding genes may be prioritized for functional genetic analysis (notably
those genes that are not annotated) as they may play important roles in virulence and
may qualify as biomarkers with diagnostic or prognostic value.

Monitoring of genetic fluctuations using de novo culture as a proxy for short-term
environmental adaptation revealed two forms of dynamic genomic changes. First, as
judged by the establishment of reproducible aneuploidy profiles in duplicate cultures
of a given strain, chromosomal amplification is the result of selection rather than
random genetic drift. This result corroborates our previous observations in the L.
donovani experimental strain LD1S, where spontaneous karyotypic fluctuations gener-
ate genotypically and phenotypically diverse mosaic populations that are substrates for
evolutionary adaptation and fitness gain in response to environmental change (13).
Whether chromosomal amplification occurs de novo during culture adaptation or
reflects an initial diversity in each clinical isolate remains to be established, even though
the karyotype mosaicism we previously observed in situ in L. donovani-infected hamster
spleen and liver favors the latter explanation (13).

Second, we uncovered a novel mechanism of telomeric amplification in three
different Leishmania species (L. major, L. tropica, and L. infantum), as revealed by a
progressive increase in sequencing read depth toward the chromosome ends. Non-
classical mechanisms of telomere maintenance have been documented in a variety of
eukaryotes, including (i) rolling circle replication in Kluyveromyces lactis, implicating
extrachromosomal circular templates (22), (ii) break-induced replication in Saccharo-
myces cerevisiae involving recombination between tracts of telomeric repeats (23), or
(iii) the telomeric loop formation first observed in human and mouse cells, in which a
telomere 3’ end loops back to invade the duplex part of the same telomere and anneals
with complementary telomeric repeat sequence (21). Our observation of a gradual
increase in read depth from large subtelomeric regions toward the chromosome ends
is compatible with rolling circle replication, considering the propensity of Leishmania to
extrachromosomal amplification (9), the absence of telomeric repeats in subtelomeric
regions in Linf_02A that would allow for telomeric loop formation (data not shown),
and the presence of only very small telomeric loops of less than 1 kb in the related
pathogen Trypanosoma brucei (24). Given that bona fide amastigotes cannot be main-
tained or adapted to culture, our in vitro evolutionary experiments were conducted
with insect-stage promastigotes that were directly derived from tissue-derived amas-
tigotes. Thus, the various forms of genomic instability we observed in our system likely
drive adaptation and fitness gain in the sand fly vector. While we previously docu-
mented the prevalence of chromosomal amplification in tissue amastigotes (13), the
presence of telomeric amplification at this stage remains to be established.

Our comparative genomics approach further provided a powerful tool to reveal
species- and strain-specific variations in genomic adaptation. Telomeric amplification
was only seen in 3 of the 10 isolates, and very different karyotypic solutions were
observed even in closely related isolates under the same culture conditions, revealing
the significance of environment-independent, intrinsic factors in genomic adaptation.
Using the highly related Spanish isolates Linf_LLM56 and Linf_LLM45 as an example,
various genetic determinants may be implicated. Both strains were obtained from the
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same area in a short time frame, suggesting a very recent common ancestor, as
confirmed by their genetic similarity. Nevertheless, they were isolated from two stray
dogs, and genetic differences of both mammalian and insect hosts during natural
infection may have shaped the parasite genomes in different ways through genotype-
genotype interactions, as observed, for example, in anopheline mosquitoes infected
with Plasmodium falciparum, the causal agent of malaria (25). Given the intrinsic
instability of the Leishmania karyotype we observed in situ during visceral infection in
liver- and spleen-derived amastigotes (13), these interactions may establish a very
different chromosomal stoichiometry among canine isolates, which then translates into
the different karyotypic trajectories we observed during culture adaptation. Likewise,
differences in the number of single-copy genes or CNVs in multicopy gene arrays
generated by intra- or extrachromosomal amplification (9) may impact the karyotypic
profile, with gene amplification alleviating the need for chromosome duplication as
previously suggested (10). Finally, we cannot rule out that individual SNVs in coding
sequences or regulatory element 5" and 3’ untranslated regions (UTRs) may have an
impact on genomic adaptation, a possibility that is supported by our previous obser-
vation of tissue-specific haplotype selection in the liver and spleen of L. donovani-
infected hamsters (13).

In conclusion, our results draw a complex picture of Leishmania genomic adaptation
in the field and in culture that needs to be considered in epidemiological studies that
correlate parasite phenotypic variability and disease outcome. Adaptation is highly
individualized and results from a dynamic selection process acting on genetically
heterogeneous parasite populations that thrive inside distinct and genetically equally
heterogeneous hosts (e.g., insects, rodents, and humans). For environmental adapta-
tion, Leishmania can draw from a vast genetic landscape of spontaneous karyotypic
fluctuations, stochastic gene amplifications, and nucleotide polymorphisms. Our com-
parison of highly related Spanish L. infantum isolates revealed that even small variations
in sequence might result in important differences in karyotypic adaptation. Thus,
closely related isolates evolving in the same epidemiological niche can attain similar
levels of fitness in a highly pleiotropic way using alternative genetic solutions (13). This
form of pleiotropic adaptation is characteristic for pathogenic microbes that maintain
genetic heterogeneity, and thus evolvability, despite strong selection. Our data indicate
that Leishmania adopts a similar, polyclonal adaptation strategy, which may strongly
limit the identification of biomarkers with broad clinical relevance across Leishmania
species or even related Leishmania strains. Future efforts need to take this complexity
into account and approach the epidemiology of Leishmania infection on an integrative
level, considering genotype-genotype and environment-genotype interactions and
dissecting the population structure of individual isolates by single-cell, direct tissue
sequencing.

MATERIALS AND METHODS

Leishmania parasite isolation and culture. Ten Leishmania strains belonging to the L. tropica, L.
major, and L. donovani complexes of eight different geographical areas were isolated from infected
patients, dogs, or hamsters (see Table S1 at GitLab [https://gitlab.pasteur.fr/gbussott/Leishmania_genome
_dynamics_during_environmental_adaptation_reveals_strain_specific_differences/]). Some strains were
cryopreserved in liquid nitrogen prior to culture adaptation until used for this study (see Table S1 at
GitLab). Leishmania isolates were first stabilized in vitro in media that were optimized in the various
LeiSHield partner laboratories (stabilization medium; see Table S2 at GitLab), prior to expansion in
classical RPMI culture medium for a defined number of passages (expansion medium). Seven strains
belonging to the L. donovani complex were selected for the comparison of intraspecies evolvability in
culture. These include the four L. infantum strains Linf_ZK27 from Tunisia, Linf_LLM56 and Linf_LLM45
from Spain, and Lin_02A from Brazil (voucher to assess this sample at Colecdo de Leishmania do Instituto
Oswaldo Cruz [CLIOC]: I0CL3598), as well as the three L. donovani strains Ldo_BPK26 from India, Ldo_LTB
from Sudan, and Ldo_CH33 from Cyprus. The latter strain belongs to the L. donovani MON-37 zymodeme
(17-19), and multilocus microsatellite typing (MLMT) analysis has positioned it in a novel L. donovani
sensu lato (s.l.) group (26). Our analysis further included two L. major strains (Lmj_1948 from Tunisia,
Lmj_A445 from Algeria) and one L. tropica strain (Ltr_16 from Morocco) (see Table S1 at GitLab).
Genotyping methodologies were applied to confirm species identity of the strains used in this work (see
Table S1 at GitLab). Standardized procedures for DNA sample preparation and cell culturing or subcul-
turing were used in all partner laboratories (see Table S2 at GitLab). Promastigotes from early cell culture
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(passage 2 of growth in expansion medium, referred to as early passage [EP] samples) and derived
parasites maintained in culture for three more in vitro passages (EP + 3) were processed for whole-
genome sequencing (WGS) using parasites from the late logarithmic growth phase. While different
Leishmania strains can show differences in terms of generation time and can reach different population
densities, we previously estimated that a single passage in culture corresponds to ca. 10 generations (13).
To determine reproducibility of in vitro genome evolution, duplicate EP + 3 samples (EP + 3.1 and
EP + 3.2) were generated for the Linf_ZK27, Lmj_1948, Lmj_A445, Ldo_BPK26, and Ltr_16 strains (Fig. S1).
Culture conditions and time in culture for the 25 samples are detailed in Table S2 at GitLab.

Nucleic acid extraction, sample preparation, and sequencing analysis. Procedures for DNA
sample preparation and quality control were standardized using common protocols. Briefly, DNA
extraction was performed using DNeasy blood and tissue kits from Qiagen according to the manufac-
turer’s instructions. Nucleic acid concentrations were measured with Qubit, and the DNA quality was
evaluated on agarose gel. Between 2 and 5 ug of DNA was used for sequencing. The following samples
showed small DNA amounts and were thus PCR amplified before sequencing: Ldo_LTB_EP (5 cycles),
Ldo_LTB_EP + 3 (5 cycles), Linf_02A_EP (10 cycles), Linf_02A_EP + 3 (5 cycles). No PCR amplification was
performed for the other samples.

Whole-genome, short-insert, paired-end libraries were prepared for each sample. Samples Ltr_16_EP,
Ltr_16_EP + 3.1, Ltr_16_EP + 3.2, Ldo_BPK26_EP, Ldo_BPK26_EP + 3.1, Ldo_BPK26_EP + 3.2, Lmj_A445_EP,
Lmj_A445_EP + 3.1, and Lmj_A445_EP + 3.2 were sequenced by the Biomics sequencing platform
(https://research.pasteur.fr/en/team/biomics/) with Hiseq 2,500 rapid runs, resulting in 2 X 108-bp reads
using the NEXTflex PCR-Free kit. All other samples were sequenced with the KAPA Hyper Prep kit (Kapa
Biosystems) at Centro Nacional de Andlisis Gendmico (CNAG [http://www.cnag.crg.eu/]) using the TruSeq
SBS kit v3-HS (lllumina, Inc.). Multiplex sequencing was performed according to standard lllumina
procedures, using HiSeq2000 flowcell v3, generating 2 X 101-bp paired-end reads.

Read alignment. Gene annotations and reference genomes of L. major Friedlin and L. infantum
JPCM5 were downloaded from the Sanger FTP server (27). (ftp:/ftp.sanger.ac.uk/pub/project/pathogens/
gff3/CURRENT/) on 5 September 2017, whereas PacBio L. donovani LDBPK assembly and annotations
were downloaded on 5 February 2017 (ftp://ftp.sanger.ac.uk/pub/project/pathogens/Leishmania/
donovani/LdBPKPAC2016beta). The reads were aligned to the reference genomes with BWA mem
(version 0.7.12) (28, 29) with the flag -M to mark shorter split hits as secondary. Samtools fixmate, sort,
and index (version 1.3) (30) were used to process the alignment files and turn them into bam format.
RealignerTargetCreator and IndelRealigner from the GATK suite (31-33) were run to homogenize indels.
Eventually, PCR and optical duplicates were labeled with Picard MarkDuplicates [version 1.94(1484)]
(https://broadinstitute.github.io/picard/) using the option “VALIDATION_STRINGENCY=LENIENT.” While
the reads were aligned against full assemblies, including unsorted contigs, just the canonical 36
chromosomes were considered for downstream analyses of ploidy estimation and copy number alter-
ations. This filter was necessary because of the high content of repetitive elements and the absence of
comparable and high-quality annotations in the contigs. Given that the L. tropica reference genome is
still unfinished, the sample Ltr_16 was aligned against the L. major Friedlin genome. Overall, starting from
a total of 1,011,803,806 short reads, 952,093,114 were successfully aligned to the respective reference
genomes (see Table S3 at GitLab [https://gitlab.pasteur.fr/gbussott/Leishmania_genome_dynamics
_during_environmental_adaptation_reveals_strain_specific_differences/]). Picard CollectAlignment-
SummaryMetrics was used to estimate sequencing and mapping statistics.

Comparative genome analysis. Whole-genome sequencing data from the EP Leishmania isolates
were processed with Trimmomatic (version 0.35) (34) to remove low-quality bases (options “LEADING:3
TRAILING:3 SLIDINGWINDOW:4:15") and adapter contaminations (option “ILLUMINACLIP,” with values
2:30:12:1:true). Reads that were shorter than 36 bases after filtering were discarded (option “MINLEN:36"). The
trimmed reads were assembled with SPAdes (35) (version 3.7.0) with the option “careful.” The resulting
contigs were used to estimate the average nucleotide identity (ANI) with the dnadiff part of the MUMmer
system (version 3.23) (36). The analysis included the reference genomes of L. donovani, L. infantum, and L.
major that were retrieved from the Sanger database (described above) and reference genomes of L.
braziliensis, L. mexicana, and L. panamensis that were retrieved from ENSEMBL Protists release 29 (37). The ANI
values were converted to a matrix of distances, which in turn were used for principal-component analysis
(PCA) and hierarchical clustering (R hclust function [https://www.r-project.org/]).

Chromosome sequencing coverage. For each read alignment file, Samtools view (version 1.3) and
BEDTools genomecov (version 2.25.0) (38) were used to measure the sequencing depth of each
nucleotide. Samtools was run with options “-q 50 -F 1028" to discard reads with a low map quality score
or potential duplicates, while BEDTools genomecov was run with options “-d -split.” Nucleotide coverage
was normalized by the median genomic coverage.

The chromosome sequencing coverage was used to evaluate aneuploidy between EP and EP + 3
samples. For each sample and for each chromosome, the median sequencing coverage was computed
for contiguous windows of 2,500 bases. For those strains for which two EP + 3 samples were available,
the mean of EP + 3.1 and EP + 3.2 was used to calculate the statistical significance of amplification
compared to EP. The distributions of the median window coverage in EP and EP + 3 were compared by
one-way analysis of variance (ANOVA). To have an estimate of the chromosome copy number differences,
the window coverage was further normalized by chromosome 19 median coverage and multiplied
by 2. For each chromosome, the median values in EP and EP + 3 were compared. Both the ANOVA
P values and the chromosome somy comparisons are reported in Table S4 at GitLab (https://gitlab
.pasteur.fr/gbussott/Leishmania_genome_dynamics_during_environmental_adaptation_reveals_strain
_specific_differences/).
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Gene sequencing coverage. Samtools view (version 1.3) and BEDTools coverage (version 2.25.0)
were used to measure the mean sequencing depth of every annotated gene and were run, respectively,
with options “-q 50 -F 1028” and “-d -split.” Possible intragenic gap regions were excluded from the
calculation of the mean. Then the mean coverage of each gene was normalized by the median coverage
of its chromosome. To account for GC content sequencing bias, the coverage values were corrected
using a LOESS regression with a 5-fold cross validation to optimize the model span parameter. Genes
supported by reads with a mean mapping quality (MAPQ) score of <50 were filtered.

To enable CNV analysis of gene arrays and genes sharing high sequence identity, we clustered the
nucleotide sequences of the annotated genes into groups with cd-hit (version 4.6) (39). We used the
length difference cutoff option “-s 0.9.” Then we realigned the clusters with MAFFT (40) and used
T-Coffee seq_reformat (41) to select a representative gene per cluster (RefGene) showing the highest
average sequence similarity to the other cluster members. If two genes had the same average similarity,
then the shortest was chosen. We used bwa to build a database containing only the sequences of
RefGene, adding =50 bp of the 5" and 3’ ends to ease the read alignment and the quantification of small
RefGenes. We realigned EP samples against this database using bwa mem with the option “-M.” We then
quantified the RefGene mean coverage (without considering the =50-bp extension) with Samtools view
and BEDTools coverage using the options “-F 1028” and “-d -split,” respectively. Values were normalized
by the median coverage of the RefGene’s chromosome. Gene groups composed by members located on
different chromosomes were negligible and discarded.

Genome binning. The reference genomes were divided into contiguous windows of a fixed length,
and the sequencing coverage of each window was evaluated and compared across different samples. A
window length of 300 bases was used for the shown scatter plots assessing genome-wide CNVs. Both the
mean sequencing coverage normalized by the median chromosome coverage and the mean read MAPQ
value were computed. To account for GC content sequencing bias, the coverage values were corrected
using a LOESS regression with a 5-fold cross validation to optimize the model span parameter. The
windows with a MAPQ score below 50 in either EP or EP + 3.1 were discarded. Poorly supported
windows with a median or mean sequencing depth smaller than one-tenth of the median chromosome
coverage both in EP and EP + 3.1 were also discarded. The windows with an EP + 3/EP coverage ratio
outside the axis limits were placed on the edge (value of 3). In the genome browser tracks, the repeat
elements and low-complexity regions were predicted with RepeatMasker (version 4.0.6) (RepeatModeler
software; AFA Smit and R Hubley, RepeatModeler Open-1.0, 2008-2015 [http://www.repeatmasker.org])
using the options “-e crossmatch -gff -xsmall -s” in combination with Repbase (42) to identify Leishmania-
specific and ancestral repeats.

A window length of 2,000 bases was used for the shown Circos plots assessing chromosome
amplification. Mean sequencing coverage and mean MAPQ score of the reads aligning to that window
were reported. The histogram function of Circos (version 0.68-1) (43) was used to visualize the coverage
of the windows, using a cutoff of 3. Windows with mean MAPQ score below 50 or overlapping genomic
gaps of over 1 kb were assigned a sequencing coverage of 1.

Single-nucleotide variant analysis. To call single nucleotide variants (SNVs), we used Freebayes
(version v1.0.1-2-g0cb2697) (44) with options “—no-indels -no-mnps —no-complex —read-mismatch-limit
3 —read-snp-limit 3 —hwe-priors-off —binomial-obs-priors-off —allele-balance-priors-off —~min-alternate-
fraction 0.05 -min-base-quality 5 -min-mapping-quality 50 -min-alternate-count 2 —pooled-continuous.”
The output was filtered to retain the positions with just one alternate allele with a minimum frequency
of 0.9 and a minimum mean mapping quality of 20 for the reads supporting the reference or the
alternative allele. SNVs mapping inside homopolymers (i.e., simple repeats of the same nucleotide) were
filtered using a more stringent parameter, requiring at least 20 reads supporting the variant. The
homopolymers were defined as the DNA region spanning *5 bases from the SNV, with over 40% of
identical nucleotides. We discarded SNVs with sequencing coverage above or below 4 median absolute
deviations (MADs). The predicted SNVs are reported in Table S5 at GitLab (https://gitlab.pasteur
fr/gbussott/Leishmania_genome_dynamics_during_environmental_adaptation_reveals_strain_specific
_differences/).

Analysis of structural variants. DELLY (version 0.6.7) (45) was run with option “-q 50" to predict
balanced structural variations, including translocations and inversion. To reduce false predictions, the
DELLY output was additionally filtered removing structural variants overlapping for more than 50% of
their size with either assembly gaps or repetitive elements. Predictions mapping within 10 kb from the
telomeric ends were removed to reduce false-positive results caused by possible misassembled regions
close to the chromosome ends. Signals showing DELLY paired-end support of the structural variant (PE)
or the high-quality variant pairs’ score (DV) inferior to 20 were removed, as well as signals showing
high-quality variant pairs inferior to 20. The predicted structural variants were represented with Circos.

Synteny analysis. The synteny analysis was performed with SyntView (46), a software package
originally designed to compare microbial genomes. The tool was adapted to browse interactively the
genome of four Leishmania reference genomes and explore their syntenic relation: L. infantum
JPCM5, L. donovani PBQ7IC8, L. major Friedlin, and L. donovani BPK282A1. This new tool hosting
Leishmania syntenic data is publicly available at http://genopole.pasteur.fr/SynTView/flash/Leishmania/
SynWebLinfantum.html.

Supplementary table availability. All supplemental tables are publicly available at GitLab at https://
gitlab.pasteur.fr/gbussott/Leishmania_genome_dynamics_during_environmental_adaptation_reveals
_strain_specific_differences/.

Accession number(s). Reads were deposited in the Sequence Read Archive database (SRA) database
(47) and are publicly available under accession no. SRP126578.
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Increased numbers of peripheral blood mononucleocytes (PBMC) and increased IFN-y
secretion following in vitro challenge of blood samples with soluble Leishmania antigen
(SLA), have been proposed as biomarkers of specific cell-mediated immunity, indicating
that treatment of visceral leishmaniasis (VL) has been successful. However, Leishmania
infantum infection may manifest as cutaneous leishmaniasis (CL), and less commonly
as localized leishmanial lymphadenopathy (LLL) or mucosal leishmaniasis (ML). The
present work examines the value of these biomarkers as indicators of cured leishmaniasis
presenting in these different forms. Blood samples were collected before and after
treatment from patients living in Fuenlabrada (Madrid, Spain), an L. infantum-endemic
area recently the center of a leishmaniasis outbreak. All samples were subjected
to Leishmania-specific PCR, serological tests (IFAT and rK39-ICT), and the SLA-cell
proliferation assay (SLA-CPA), recording PBMC proliferation and the associated changes
in IFN-y production. Differences in the results recorded for the active and cured conditions
were only significant for VL. PCR returned positive results in 67 % of patients with active VL
and in 3% of those with cured leishmaniasis. Similarly, rK39-ICT returned a positive result
in 77% of active VL samples vs. 52% in cured VL samples, and IFAT in 90% vs. 56%; in
the SLA-CPA, PBMC proliferation was seen in 16% vs. 90%, and an associated increase
in IFN-y production of 14 and 84%, respectively. The present findings reinforce the
idea that PBMC proliferation and increased IFN-y production in SLA-stimulated PBMC
provide biomarkers of clinical cure in VL. Other tests are urgently needed to distinguish
between the cured and active forms of the other types of clinical leishmaniasis caused
by L. infantum.

Keywords: visceral leishmaniasis, cutaneous leishmaniasis, lymphadenopathic leishmaniasis, mucosal
leishmaniasis, biomarker, cure, cell proliferation assay, IFN-y
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Biomarkers in Active/Cured Leishmaniasis

INTRODUCTION

A Wide Spectrum of Clinical Forms

Produced by L. infantum
Leishmaniasis is a neglected, vector-borne disease with high
morbidity caused by protozoan pathogens of the genus
Leishmania. Over 350 million people in some 98 countries are
at risk, and an estimated 1.3 million new cases of leishmaniasis
are reported every year (WHO, 2010).

Infection with Leishmania infantum is manifested in different
clinical forms. The most severe is visceral leishmaniasis (VL),
in which the parasite is systemically disseminated; it is fatal if
untreated. Cutaneous leishmaniasis (CL) is a benign form caused
by the multiplication of Leishmania in the skin; these infections
usually clear up spontaneously. Both these clinical forms are
seen in Mediterranean countries. During the L. infantum-
caused outbreak of leishmaniasis in Fuenlabrada (Madrid,
Spain), VL was seen in about a third of people with clinical
infection, and CL in most of the remainder (Sudrez Rodriguez
et al, 2012; Arce et al, 2013); a small number presented
with mucosal leishmaniasis (ML) and leishmanial localized
lymphadenopathy (LLL). LLL is characterized by long term
lymphadenopathy with neither fever nor any other systemic
symptom (Horrillo et al., 2015). These differences in the clinical
presentation of the disease seem mainly attributable to the
patient’s immune status. Certainly, the molecular typing of L.
infantum isolates from patients in Fuenlabrada revealed no
association between genotype and disease type (Chicharro et al.,
2013).

Biomarkers Are Needed That Can Identify
Cured Patients Following Treatment for

Leishmaniasis

Treatment for leishmaniasis is usually effective, but relapses
are common, especially in immunosuppressed patients (van
Griensven et al., 2014). Confirmation of a final cure in both
CL and VL is still based on clinical features after follow-
up periods of 6 months; relapses commonly occur long after
treatment has ended (Rijal et al., 2013). In immunocompetent
patients with VL, a successful response to therapy depends on
the activation of a Thl subset of CD4+ Leishmania-specific T
cells, and the production of IFN-y, which induces macrophage
leishmanicidal activity (Kemp et al., 1993). Indeed, the
proliferation of blood mononucleocytes (PBMC) after challenge
with soluble leishmanial antigen (the soluble Leishmania antigen
cell proliferation assay [SLA-CPA]) (Singh and Sundar, 2014;
Carrillo et al,, 2015), and increased IFN-vy secretion by these cells
(Hailu et al., 2004; Kumar et al., 2014), provide in vitro markers
that might be used to assess early response to treatment. In fact,
PBMC proliferation has been shown a useful indicator of the
existence of Leishmania-specific T cell memory clones in HIV+
patients, sufficient to keep the parasitic infection under control
and avoid relapsing VL (Castro et al., 2016). The value of IFN-y
in monitoring the cellular immune response has previously been
reported in VL caused by L. infantum (Cillari et al., 1995; Adem
et al., 2016; Ibarra-Meneses et al., 2017).

The present work examines the value of these biomarkers
and others as indicators of cured leishmaniasis presenting in its
different forms; their sensitivity and specificity have been said
to vary across the different manifestations of the disease (Kip
et al., 2015). The results confirm that PBMC proliferation and
increased IFN-y production following the challenge of blood
samples with SLA, can be used to identify patients cured of VL.
However, new biomarkers are required that are able to indicate
the same in the other forms of L. infantum-induced disease.

MATERIALS AND METHODS

Study Group, Blood Samples, and Tests

Performed

The study subjects were 141 adult patients from Fuenlabrada
(Madrid, Spain). All were diagnosed at the Hospital Universitario
de Fuenlabrada between January 2013 and June 2015. Blood
samples were collected during the period of active disease
and after apparent cure. Active VL, CL, and ML was defined
according to WHO definitions (WHO, 2010). LLL was defined as
isolated adenopathy with no other systemic symptom (Ignatius
et al., 2011; Horrillo et al., 2015). Blood samples were obtained
from 33 patients with active VL, 27 from those with active CL,
6 from those with active LLL, and 2 from those with active
ML. Post-supposed-cure blood samples were available from 61
patients originally diagnosed with active VL, 41 with CL, 21
with LLL, and 3 with ML, with cure defined as being free of
leishmaniasis symptoms 6 months after the end of treatment
(WHO, 2010). None of the cured patients has relapsed after 2
further years of follow-up.

All samples were analyzed by Leishmania-specific nested PCR
to detect leishmanial DNA. Leishmania-specific antibodies were
determined in plasma using the rK39 immunochromatographic
test (rK39-ICT) and immunofluorescent antibody test (IFAT).
PBMC proliferation after stimulation with SLA was measured
(SLA-CPA assay), and the accompanying production of IFN-y
recorded.

DNA Extraction and Nested PCR

Genomic DNA was extracted from 100 pl of peripheral blood
using the Q[Aamp DNA Mini Kit (Qiagen, Germany) following
the manufacturer’s recommendations, and eluted in a final
volume of 200 pl of PCR-grade water. The extracts were stored
at 4°C until PCR analysis (maximum of 3 days). Leishmania
DNA was detected by nested PCR (LnPCR), targeting the small
subunit ribosomal ribonucleic acid gene SSU-rRNA (18S RNA).
A first amplification step was performed using primers R221 and
R332 (van Eys et al., 1992); the PCR product was then tested in
a subsequent amplification step with primers R233 and R333, as
described by Cruz et al. (2002).

Immunofluorescent Antibody Test

2 x 10° L. infantum promastigotes (JPC strain MCAN/ES/
98/LLM-722) in PBS were fixed to glass slides. Two-fold serial
dilutions of plasma—from 1/20 to 1/640 in PBS—were then
added to separate preparations. The total IgG concentration
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was then determined by adding fluorescein isothiocyanate-
conjugated goat anti-human IgG (Fluoline G) (Bio-Mérieux,
France) diluted 1/200. The threshold titre for positivity was set
at the 1/80 plasma dilution level.

rK39 Immunochromatographic Test

Antibody detection was performed using the dipstick format
Kalazar Detect Rapid Test (InBIOS International, Seattle, WA)
according to the manufacturer’s instructions.

Preparation of Soluble L. infantum Antigen
for SLA-CPA

L. infantum antigen extract was prepared from stationary phase
promastigote cultures (JPC strain, MCAN/ES/98/LLM-722) as
previously described (Carrillo et al., 2015). Briefly, parasites
resuspended in lysis buffer (50 mM Tris/5mM EDTA/HCI, pH
7) were subjected to three rapid freeze/thaw cycles followed by
three 20 s 40 W pulses with a sonicator. These samples were then
subjected to two consecutive rounds of centrifugation at 27,000
¢ and 4°C for 20 min. The supernatants were then collected,
aliquoted, and stored at —80°C until use. Protein quantification
was performed using the Bradford method employing the Bio-
Rad Protein Assay Kit (Bio-Rad, California, USA).

SLA-Cell Proliferation Assay (SLA-CPA)

PBMC were isolated by density centrifugation through Ficoll-
Hypaque (Rafer, Spain). The collected cells were cultured in
RPMI 1640 supplemented with 10% heat-inactivated fetal bovine
serum, 100 IU/ml penicillin, 100 pg/ml streptomycin, 2mM
L-glutamine, 50 WM 2-mercaptoethanol, and 1mM sodium
pyruvate. They were then plated in 96 well-plates and kept
with RPMI 1640 medium alone (unstimulated) or with added
SLA (10pg/ml). All were kept in a humidified, 5% CO,
atmosphere at 37°C for 5 days. Cell proliferation was measured
by bromodeoxyuridine incorporation using the Cell Proliferation
Biotrak ELISA Kit (General Electric Healthcare Life Sciences,
UK). The results are shown as a stimulation index (SI).

Cytometric Quantification of IFN-y
IFN-y production was determined in 50 pl of the supernatants
from the above SLA-stimulated and control PBMC cultures

using the BD Cytometric Bead Array Human Flex Set
(Beckton Dickinson Biosciences, New Jersey, USA), as previously
described (Carrillo et al, 2015). Supernatants were collected
and stored at —20°C for cytokine analysis. Data were acquired
using a FACSCalibur flow cytometer and analyzed using the
Flow Cytometric Analysis Program Array (Beckton Dickinson
Biosciences, New Jersey, USA). IEN-y production was expressed
(in pg/ml) as the difference between the concentration in SLA-
stimulated and control supernatants.

Statistical Analysis

Statistical analyses were performed using the SPSS package
(Chicago, IL, USA) or GraphPad Prism 7.0 software (GraphPad
Software, CA, USA). Cut-offs were determined by calculating
the area under the receiver operating characteristic (ROC) curve
(AUC) and the 95% confidence interval (CI). Values for variables
recorded before and after treatment were compared using the
Mann-Whitney U-test. Significance was set at p < 0.05.

RESULTS AND DISCUSSION

The Parasitological and Serological Tests
Identified Cured VL, but Not Cured CL,

LLL, or ML

The results of the PCR (in particular), rK39-ICT and IFAT
tests for active and cured VL were significantly different, thus
identifying the cured condition (Table 1).

In contrast, PCR detected parasite DNA in very few CL, LLL
or ML blood samples with no significant differences recorded
between the active and cured conditions. Similarly, the rk39-ICT
and IFAT tests returned very similar results for the active and
cured forms of these disease presentations (Table 1).

Cell-Mediated Immunity: PBMC
Proliferation and IFN-y Production as

Biomarkers of Cured VL

Analysis of cell-mediated immunity in the different clinical
conditions revealed significant differences between active and
cured conditions only for VL (Table 1): indeed, most of the
patients with active VL showed no Leishmania-specific cell-
mediated immunity, but did so after effective treatment, with

TABLE 1 | Percentage of positive results returned by parasitological, serological, and cellular immunity tests, in patients with active (A) and cured (C) leishmaniasis.

Clinical condition PCR (%) rK39 (%) IFAT (%) SLA-CPA (%)? IFN-y (%)°

A Cc A (o] A C A C A Cc
Visceral leishmaniasis 67 3 7 52* 90 56" 16 90*** 14 84+
Cutaneous leishmaniasis 4 2 4 2 0 2 33 56 31 62
Leishmanial lymphoadenopathy 0 0 33 43 33 14 52 67 47 75
Mucosal leishmaniasis 0 0 100 67 50 67 33 100 33 100

aThe stimulation index cut-offs for SLA-CPA (ROC curve) were = 2.53 for VL, 2.26 for CL, 3.16 for LLL, and 4.23 for ML.
bThe cut-offs for increased IFN-y production after SLA stimulation of blood (ROC curve) were = 133.4 pg/ml for VL, 314.1 pg/ml for CL, 406.2 pg/ml for LLL, and 406.6 pg/mi for ML.

‘p < 0.050.
“'p <0.001.
“p < 0.0001.
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FIGURE 1 | Proliferation of PBMC (SLA-CPA) (A,C,E,G) and associated IFN-y
production (B,D,F,H) from active and cured patients with different clinical
forms of L. infantum-induced disease. ***p < 0.0001. AVL, Active Visceral
Leishmaniasis; CVL, Cured Visceral Leishmaniasis; ACL, Active Cutaneous
Leishmaniasis; CCL, Cured Cutaneous Leishmaniasis; ALLL, Active
Leishmanial Localized Lymphadenopathy; CLLL, Cured Leishmanial Localized
Lymphadenopathy; AML, Active Mucosal Leishmaniasis; CML, Cured Mucosal
Leishmaniasis.

PBMC proliferation confirmed (Figure 1A, p < 0.0001) and IFN-
y levels increased (Figure 1B, p < 0.0001) (cut-offs: Stimulation
index = 2.53; IFN-y = 133.4 pg/ml). No such conversion was
seen in any other disease presentation type (Figures 1C-H).

Lack of Surrogate End-Points to Define

Cure in Leishmaniasis

A confirmation of cure has traditionally been based on clinical
features, such as the normalization of body temperature, a
reduction in the size of the liver and spleen, and an increase
in peripheral blood leukocytes, hemoglobin and platelets in VL,
or the healing of lesions in CL. However, observations have to

be made over long follow-up times since relapses may occur
long after treatment ends. Unfortunately, PCR and serological
tests are not good indicators of cure (WHO, 2017). PCR detects
parasites in active VL, but after the first doses of treatment their
numbers can fall dramatically (Castro et al., 2016) while clinical
manifestations of disease remain. Further, the non-detection of
peripheral blood parasites does not necessarily mean that the
spleen, liver, or bone marrow are parasite-free, which might allow
for the reactivation of clinical disease months later, as repeatedly
reported in immunosuppressed patients (van Griensven et al.,
2014). PCR results on their own cannot, therefore, provide a
reliable marker of cure. Neither can serological tests (rK39-ICT
and IFAT) be used to identify cure: antibodies are present in
active VL but persist long after cure (Hailu et al., 2004; WHO,
2010).

Cell-Mediated Immunity Tests for

Monitoring Treatment

The development of solid cell-mediated immunity rendering
patients resistant to reinfection only occurs after successful
treatment and the start of healing (Kemp et al., 1993; Kumar
et al.,, 2014). Early monitoring of response to treatment (for both
VL and CL) therefore requires specific biomarkers be identified
that correlate with the development of this immunity (WHO,
2017). PBMC proliferation and increased IFN-y production
upon stimulation with SLA are expressions of this immunity,
and can be easily and repeatedly evaluated ex vivo without
patient sensitization (Carrillo et al., 2015). In addition, these
two biomarkers have added value in terms of allowing a “no
relapse” prognosis to be made: both are directly associated with
the immunological control of the parasite and the absence of
reactivation. By way of comparison, while PCR can confirm
parasite elimination in blood, it cannot predict whether the
disease might be reactivated by cryptic parasites in the target
organs.

The appearance of cell-mediated immunity after successful
treatment has also been reported for Leishmania donovani
(WHO, 2017). PBMC proliferation and an associated increase in
IFN-y production upon the stimulation of blood samples with
SLA might therefore provide global markers of cure in VL (Adem
etal., 2016; Castro et al., 2016). Our group has already shown that
a patent cell proliferative response remains long after treatment,
that it is useful for monitoring disease in immunosuppressed
patients with VL (Castro et al., 2016), and that it is associated
with a lack of relapse (Hailu et al., 2004; Singh and Sundar, 2014).

Lack of Biomarkers for Identifying Cure in
CL, LLL, and ML

The present results show that none of the tests examined could
distinguish between active disease and cure in CL, LLL, or ML.
In fact, many patients with CL and LLL returned positive SLA-
CPA results (i.e., PBMC proliferation) before treatment, revealing
an active cell-mediated immune response to be underway. The
same response has been described in patients with active CL
caused by L. major, which appears to be associated with the
spontaneous healing of the lesion. In active CL, a lack of PBMC
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proliferation and low IFN-y production (together with IL-4
production) following SLA challenge in vitro has been associated
with severe disease and a lack of healing (Gaafar et al., 1995;
Ajdary et al., 2000).

The mean stimulation index values recorded after SLA
challenge shows the cell-mediated immune response against
Leishmania to be strongest in patients cured of VL. Differences
in this response between patients cured of VL and CL
have been reported previously, and might reflect a stronger
systemic Th-1 response to occur in the former given the
need to clear a much heavier parasite burden (Turgay et al.,
2010; Alimohammadian et al., 2012). The patients with
LLL—perhaps an evolved form of CL—showed the strongest
immunological response before treatment, with Leishmania
parasites present in affected lymph glands near the site of
the Phlebotomus bite (Horrillo et al, 2015). The intense
immunological activity in lymph nodes probably results in
an immune over-reaction against the parasite. No information
on the immunological features of LLL has previously been
reported.

The present study suffers from the limitation of the imbalance
in patient numbers between the groups; indeed, the numbers
of patients with active ML and LLL are too small to be able to
draw safe conclusions. To our knowledge, however, this is the
first time that the immune response of such a large number
of individuals with different clinical forms of disease caused
by L. infantum, and all from the same endemic area, has been
examined.

Individual differences in the immune response to L. infantum
result in different clinical outcomes. The absence of a specific
cell-mediated response to the parasite in patients with active
VL allows in vitro SLA-activated PBMC proliferation and the
associated increase in IFN-y production—all of which occurs
after successful treatment—to act as biomarkers of cure in this
disease type. Their use might improve patient follow-up and
reduce the cost of clinical trials of VL treatments. In patients with
active CL, LLL, and ML, the cell-mediated response observed
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