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RESUMEN

La Fundacién Fontilles, desde su puesta en marcha, en 1909, se ha dedicado al diagnéstico, tratamiento y
cuidado de los enfermos de lepra. Dada la baja incidencia de casos registrados en Espaia (autéctonos o
importados), el diagnéstico exhaustivo y completo de lepra en los sistemas de salud es poco viable. Y desde el
ano 2011, con la creacién de la Unidad de Diagnéstico Molecular, el Sanatorio Fontilles ofrece la posibilidad de
un diagndstico y andlisis de resistencias gratuito, rapido, sensible y especifico de la lepra.
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SUMMARY

Fontilles Foundation, since its inception in 1909, has been dedicated to the diagnosis, treatment and care
of leprosy patients. Given the low incidence of registered cases in Spain (autochthonous or imported), the
exhaustive and complete diagnosis of leprosy in health systems is hardly feasible. And since 2011, with the
creation of the Molecular Diagnostic Unit, Fontilles Sanatorium offers the possibility of a free, rapid, sensitive
and specific diagnosis and analysis of resistance to leprosy.
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LA LEPRA EN EL MUNDO

A pesar de que los datos globales de estos Ultimos afos no son alentadores —de 2020 a 2021,
laincidencia paso de 128.405 a 140.594 nuevos casos de lepra detectados (Figura 1)-, mirando
con perspectiva, la realidad no es tan descorazonadora. Desde 2019, todos los indicadores
han mostrado disminuciones sustanciales; de hecho, ha habido una reduccién del 37% en la
deteccion de nuevos casos de lepra. EI mayor descenso se produjo en el nimero de nuevos
casos en ninos (un 42,3%).
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Figura 1. Nuevos casos y el nimero de casos con grado de discapacidad 2 detectados anualmente en el mundo. A la
izquierda se muestran los valores absolutos de casos nuevos por afio detectados y a la derecha los valores absolutos
para los nuevos casos detectados con grado de discapacidad 2 (CDG2).

La reciente pandemia de la COVID-19 ha pasado factura a todo el mundo, pero especialmente
a los més vulnerables. El abandono de campanfias de deteccién ha conllevado un retraso diag-
noéstico y el aumento de las discapacidades de grado 2 en 2021. Pero no hay que olvidar que
hemos pasado de mas de 5 millones de casos detectados en el mundo en los afos 80, a los
poco mas de 140 mil en 2021.

La Estrategia Mundial contra la Lepra 2021-2030, que forma parte de la de la hoja de ruta para
las ETD 2021-2030, insta a alcanzar el objetivo de lepra cero, en consonancia con los Objeti-
vos de Desarrollo Sostenible para el control y la gestién integrados de las ETD cutédneas.?La
deteccién precoz de los casos y la administracién oportuna de multiterapia siguen siendo
los principios basicos del control de la lepra. Por tanto, las estrategias mundiales hacen hin-
capié en que los paises cuenten con planes estratégicos nacionales, con intervenciones de
deteccidn precoz de casos y con una vigilancia y gestion de datos eficaces. Asi mismo, en las
directrices de la OMS para el diagndstico, tratamiento y prevencién de la lepra se recomienda
el examen de los contactos y la administracién de una dosis Unica de rifampicina para pre-
venir la lepra.?
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Figura 2. Distribucion geografica de los nuevos casos de lepra en 2021

LEPRA EN ESPANA

El Registro Estatal de Lepra, creado en 1992 y gestionado por el Centro Nacional de
Epidemiologia (CNE, Instituto de Salud Carlos Ill), esta basado en las definiciones, clasificaciones
y recomendaciones de la OMS. Tras la creacion de la RENAVE, la Red Nacional de Vigilancia
Epidemiolégica (Real Decreto 2210/1995), lalepra se incluyé entre las enfermedades declaradas
mediante registro y se establecié que a nivel estatal se vigilarian solamente los casos activos e
incidentes. Se consideran casos activos los que necesitan o estan en tratamiento, mientras que
los incidentes son los casos nuevos declarados anualmente.*

Segun los ultimos datos recogidos, a fecha de diciembre de 2022, 19 personas se encuentran
en tratamiento en nuestro pais. Los casos incidentes notificados de los ultimos afios han
mantenido una tendencia decreciente hasta este ultimo afo. Sin embargo, como se puede
observar en la Figura 3, desde 2020, han ido aumentando las notificaciones desde los 4
casos de 2021 a los 10 de 2022. Si bien es cierto que la mayoria de los casos reportados son
importados, aun existe un remanente de transmision autdctona en Espaia.

279



12

1

o

(o]

[=)]

-y

™~

([T

2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021 2022

o

i Autdéctonos B Importados

Figura 3. Datos notificados por la RENAVE desde 2011 a 2022

DIAGNOSTICO MOLECULAR EN FONTILLES

La Fundacion Fontilles se ha dedicado al diagndstico, tratamiento (desde su disponibilidad en
1952) y cuidado de los enfermos de lepra desde su apertura en 1909. Desde entonces, por el
Sanatorio San Francisco de Borja han pasado mas de 3.000 pacientes.

Hasta la puesta en marcha del laboratorio de biologia molecular del Sanatorio Fontilles, en julio
de 2011, el diagnéstico tras la exploracién clinica debia ser confirmado mediante baciloscopia o
histopatologia. No obstante, estas técnicas continian siendo fundamentales para el diagnéstico
de lepra hoy en dia. Debido a la imposibilidad de realizar el cultivo in vitro y la escasa fiabilidad
de las técnicas serolégicas disponibles, son, de manera general, las mas accesibles.?

La baciloscopia (Ziehl-Neelsen) sigue siendo la tradicionalmente usada como técnica de refe-
rencia. Sin embargo, puede resultar negativa en pacientes con baja carga bacteriana (limite de
sensibilidad en ~100 bacilos acido-alcohol resistentes (BAAR)).6 La histopatologia es otra téc-
nica muy util en el diagnéstico de la enfermedad, especialmente para evaluar las lesiones en
los tejidos afectados y el dafio neural, aunque, en ocasiones, este diagndstico puede resultar
inespecifico.’

Desde hace unos afos, la aplicacién de las técnicas moleculares como complemento a la vi-
sualizaciéon microscdpica ha demostrado ser de gran ayuda en el diagnéstico de la infeccion
por Mycobacterium leprae.8'® De hecho, la PCR es la herramienta mas sensible y especifica de la
que se dispone actualmente. !
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Estas técnicas pueden ser aplicadas a gran variedad de muestras, como biopsias o hisopos
nasales/lesion, o, a posteriori, en frotis tefidos o bloques incluidos en parafina,™'® y son re-
comendadas siempre ligadas al diagnéstico clinico de los casos dificiles usando los métodos
convencionales.”? Por ello, ante un caso sospechoso de lepra no confirmado por las técnicas
convencionales, se puede proceder a la realizacion de técnicas complementarias de biologia
molecular.”!

Desde la incorporacioén de las técnicas moleculares, se han podido solventar muchos proble-
mas diagndsticos, especialmente en los pacientes indeterminados o que se encuentren en el
polo tuberculoide, lepras neurales puras, donde la presencia de bacilos dcido-alcohol resisten-
tes es rara o ausente, asi como en el seguimiento y evaluacién de la respuesta al tratamiento
resistencias a la quimioterapia.

Asi mismo, con estas técnicas, Fontilles realiza de manera rutinaria:

a) Diagnostico de nuevos casos. Diagndstico gratuito de M. leprae para todo el
Sistema Nacional de Salud y asesoramiento externo (manejo de muestras para
biologia molecular).

b) Seguimiento del tratamiento y revision de antiguos pacientes, tanto
residentes como externos.

¢) Analisis de resistencias en casos de sospecha de recaida.

d) Apoyo diagndstico a otros paises u ONG que trabajan en terreno, mediante
asesoramiento en diagnostico molecular, o realizacion del anélisis molecular
de las muestras, ya sea de diagndstico rutinario o como complemento a las
labores contempladas en proyectos de cooperacién internacional (estudios
epidemioldgicos, busqueda activa, etc.).

e) Asesoramiento técnico. Apoyo para puesta en marcha de laboratorios de
biologia molecular o implementacién del diagnéstico molecular de lepra, asi
como y seguimiento en el control de calidad.

Protocolo de actuacion

En las personas atendidas fisicamente en el sanatorio, se procedié a la toma de muestra in situ
segun el tipo de paciente: individuo sospechoso o primo diagnéstico, seguimiento durante
del tratamiento, presentacion de recidivas o recaidas (durante o post-tratamiento) o revisiéon
rutinaria de seguimiento a los pacientes que finalizaron el tratamiento satisfactoriamente sin
complicaciones.?
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INDIVIDUO sospecHoso | [{IPACIENTE POST-TRATAMIENTO |

EXAMEN CLiNICO

REVISION \ RECAIDA \

EXAMEN CLiNICO \

Toma de muestra Toma de muestra

I-!ISOPO . HISOPO HISOPO HISOPO HISOPO HISOPO

Lébulo oreja Una o dos BIOPSIA PR Lébulo oreja Una o dos BIOPSIA L
lesi Post-biopsia . Post-biopsia
esiones lesiones

Figuras 4 y 5. Toma de muestra y técnicas utilizadas en individuos sospechosos y pacientes post-tratamiento. PCR:
Reaccion en cadena por la polimerasa. M-PCR: PCR de analisis de resistencias.

Este protocolo no se pudo llevar a cabo en los pacientes de otros centros y se analizé la mues-
tra remitida disponible, que generalmente fueron biopsias cutdneas en etanol al 70% o inclui-
das en bloques de parafina, frotis tefidos e hisopos de lesion.

Técnicas moleculares utilizadas para diagndstico

Las muestras sometidas a baciloscopia (frotis) y tefiidas con la tincién de Ziehl-Neelsen, prime-
ramente, fueron analizadas por microscopia siguiendo las recomendaciones de ILEP2 Obser-
vando la presencia de bacilos acido-alcohol resistentes (BAAR) en la extension y asigndndole
el indice bacterioldgico correspondiente.

Todas las muestras fueron sometidas a la extraccion de acidos nucleicos para posteriores
estudios moleculares. Cada muestra fue prelisada segun el tipo de muestra.? La purificacion
y precipitacion de acidos nucleicos de todas las muestras clinicas se realiz6 empleando el kit
comercial Real Pure Spin Kit® Ref. RBMEGS02 (Durviz, Valencia, Espana), siguiendo las instruc-
ciones del fabricante a partir de la fase de incubacién hasta 2018, y, a partir de 2019 y hasta
la actualidad, con SpeedTools Tissue DNA extraction kit (Biotools, B & M Labs, S.A., Madrid,
Espana).

Una vez obtenidos los dcidos nucleicos, se procedié a la amplificacién de los mismos mediante
PCR. Esta amplificacién se llevo a cabo mediante una PCR anidada que amplificé un fragmento
multicopia del ADN genémico de M. leprae denominado regién RLEP.°A partir de septiembre
de 2019,la deteccidon de Mycobacterium leprae se realiza por PCR cuantitativa o real time PCR
(gPCR).*

El andlisis de resistencias se llevé a cabo mediante una PCR multiple (M-PCR) para la evaluacion
de resistencias a rifampicina, dapsona u ofloxacino.??* Desde el afo 2016, el andlisis de resis-
tencias se lleva a cabo mediante una PCR e hibridacién (GenoType LepraeDR, Hain-lifescience,
Alemania).

Casos de lepra diagnosticados en Espaia
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Desde julio de 2011, se han analizado 691 muestras de 226 pacientes o sospechosos diferen-
tes, que, bien han acudido al sanatorio en persona para primo diagndstico o revisién, o bien
sus muestras han sido remitidas desde otros centros sanitarios del pais.

Los resultados del nimero de individuos analizados cada afio con relacién a los casos sospe-
chosos y pacientes postratamiento en revisién mediante microscopia (baciloscopia) y amplifi-
cacion de acidos nucleicos (PCR) se pueden ver en laTabla 1.

Desde que se instaurara la técnica de PCR en julio del 2011, el 51,6% (65/126) de los pacientes
sospechosos analizados en el laboratorio han resultado positivos a la amplificacién de acidos
nucleicos de M. leprae. Seis de los nuevos fueron directamente diagnosticados en Fontilles,
mientras que el resto fueron remitidos desde otros hospitales, publicos o privados.

Respecto a los individuos en revision, 22 pacientes continuaban siendo positivos en alguna de
las revisiones anuales. A estos pacientes en los que la PCR no negativiza, no siempre indicativo
de fallo terapéutico, se les debe hacer un seguimiento mds exhaustivo y observar la evolucién
clinica. No hay que olvidar que la PCR detecta la presencia de 4cidos nucleicos en las muestras y en
ocasiones se ha podido detectar ADN de M. leprae hasta 8 afos después de completar la terapia.?

Tabla 1. Resultados de las técnicas realizadas cada afo tanto en los pacientes sospechosos como
en revision post-tratamiento. La tabla muestra el nimero de pacientes y entre paréntesis el numero
de pacientes positivos por la técnica. BAAR: Muestras en las que se detectaron bacilos dcido-alcohol
resistentes mediante baciloscopia; PCR+: Muestras en las que se detecté ADN de M. leprae mediante
la técnica de PCR; *: 49 positivos totales de 22 pacientes diferentes.

CASOS SOSPECHOSOS REVISION

ANOS ?(ﬁaAl?s ngllﬁas To 3;:‘:‘208) TI(:t(;Il{es

(pos) (PCR+) (PCR+)
2011 2 (0) 6 (3) 3 (1) 10 (2)
2012 3(1) 8 (5) 7 (4) 21 (1)
2013 3(0) 10 (6) 6 (4) 44 (13)
2014 0 (0) 8 (4) 3(1) 14 (7)
2015 1(0) 8 (7) 5(0) 32 (6)
2016 3(2) 13 (8) 2 (0) 32 (7)
2017 3(3) 11 (6) 0 (0) 10 (1)
2018 2(1) 8 (5) 0 (0) 13 (2)
2019 3(0) 11 (5) 3(0) 8 (1)
2020 2(2) 11 (6) 2(0) 2 (0)
2021 6 (0) 18 (4) 6 (1) 15 (6)
2022 0 (0) 14 (6) 5(0) 12 (3)
Total 28 (9) 126 (65) 42 (11) 213 (22%)
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Se realizé un estudio de resistencias a rifampicina, dapsona y ofloxacino en los pacientes po-
sitivos y solo se detectd resistencia a la rifampicina en un paciente que no respondia al trata-
miento.”

Comparando los pacientes diagnosticados por Fontilles respecto a las denuncias notificadas
por la RENAVE, los valores absolutos se pueden ver en la Figura 6.

14

12

10

NuUmero de casos

2011/2012|2013/2014|2015|2016 /201720182019 /2020 2021 2022
=@ RENAVE 12 | 10 | 11 | 10 8 11 9 8 7 2 4 10
==@==FONTILLES | 3 5 6 4 7 8 6 5 5 6 4 6

Figura 6. Casos positivos notificados por la RENAVE vs. Diagnosticados por FONTILLES

Generalmente, los casos remitidos a nuestro laboratorio son casos de dificil diagnéstico en los
respectivos centros sanitarios, por lo que, hasta 2019, es normal que los diagnésticos en Fonti-
lles sean inferiores en nimero respecto a los totales del pais.

Esto supone que, si los responsables pertinentes han notificado los casos nuevos diagnostica-
dos por nuestro laboratorio, Fontilles proporcioné ayuda diagndstica en el 63,7% de los casos.
Sin embargo, llama la atencién el afio 2020, en el que fueron notificados dos casos a la RENAVE
y, sin embargo, Fontilles diagnosticé 6 casos, todos ellos externos.

Dada la baja incidencia de casos en Espafia (autdctonos o importados), el diagndstico exhaus-
tivo y completo de lepra en los sistemas de salud es poco viable. Por lo tanto, Fontilles ofrece
la posibilidad de un diagndstico, rapido especifico y eficaz de la lepra como apoyo al sistema
nacional de salud, especialmente en los casos mas dificiles.
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