Universidad
Rey Juan Carlos

TESIS DOCTORAL

Caracteristicas clinicas, diagnostico y
tratamiento de la leishmaniasis visceral en
pacientes adultos inmunocompetentes.

Leishmaniasis ganglionar como forma atipica de
presentacion.

Experiencia del brote epidémico de Fuenlabrada.

Autor:

Luis Horrillo Sdnchez de Ocafa

Director:

Juan Victor San Martin

Programa de Doctorado en Ciencias de la Salud
Escuela Internacional de Doctorado

2019






Alris y Lucas,

causa y solucion de todos mis desvelos.






INDICE

AGRADECIMIENTOS a.cueeeeeeeereeeereeeetireeeestesesresessnssesessassssnsssssssossssassssnssasnssassssnssnsnnsane 9
GLOSARIO DE ABREVIATURAS ..aeeeeeeeeeeeeetreeereteesetresesresessessesessasessessasessasessassssassanes 11
IINDICE DE TABLAS waueeeeeeeeveeseeveeseesssseessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnssssne 13
IINDICE DE FIGURAS aeevveeeeveeeeeereeseessssessssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnne 15
INTRODUGCCION .....ueeeeeeeeveeseeereeseeressesssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnssssns 17
1. LEISHMANIASIS: CONCEPTOS Y DATOS GENERALES ......cccccotuiiinninnninnnieniianceancenscenens 19
1.1 Pardsito, VECLOr Y MESEIVOIIO ....uuieeeiieceiieeeeteee ettt e ettt e ettt e e e te e e eeateeeetreeeebaeeessbeeeeasaeeesaeans 19
1.2 Distribucidn geografica y epidemiologia .......cccoveiieciiiiiiieecececee e 22
1.3 o 00 P ol [ Yo 1 OSSPSR 23
14 [ [t (o] g ok e [l [T = SRR 25
15 PAtOZENIA ...eeiiieiee e sre e 26
1.6 DiagnOStiCo Y TratamieNnto . ..ccc.eeiiieriierieiiee ettt sttt et be e sanesnee s 27
1.7 Marcadores de CUFACION ......ueeueeiiieiieeie ettt ettt sttt sttt sbe e sat e e be e st e ebeesanesanee s 28
2. LEISHMANIASIS Y ADENOPATIAS. ....cccuveereerrersrressseessreesssesssessssesssessssssssessasessssssssens 29
3. SINDROME HEMOFAGOCITICO.....c.cceeriruruetrnetrnscneesssetssstssssessssstesssesssnessssessns 30
4., LEISHMANIASIS EN NUESTRO MEDIO ......ccccivuiiunirnnirninesinesinssinssresseesiasssassrsssrasssnsss 32
4.1 Brote epidémico en Fuenlabrada y Suroeste de la Comunidad de Madrid.........ccccceecvveeeiveenes 33
(021 = I AV 0PN 37
Objetivo 1: Descripcion del brote. Leishmaniasis visceral........ccccceeeirrveeciiiieeciireneccnnenen. 39
1.1. Descripcion global del Brote ........eccuii i 39

1.2 Leishmaniasis visceral tipica. Comparacion con leishmaniasis visceral en
(12T g Y01 aYoTe [T g Ta 0] o Lo 30PRSI 39
1.3. Leishmaniasis visceral tipica. Comparacion con los casos anteriores al brote................... 40



Objetivo 2: Presentacidn atipica. Leishmaniasis ganglionar .........cccccoveeeciirieecirienencennenen. 40

1.1. Leishmaniasis ganglionar (LLL) durante el brote. Comparacion con leishmaniasis visceral
TEPICA (LV) cnteeeeettee ettt ettt et ettt e ettt e e ettt e e bt e e e tbeeeebaeeeaaeeeaabeaeeabaeeaaabaaeaabeeaabbeeaasbeeeanbeaaesreeanns 40
1.2 Leishmaniasis ganglionar (LLL). DeSCriPCiON .....ccvievieereiiiiecie ettt et sae e 40
Objetivo 3: Marcadores de cura en leishmaniasis .......ccccccirieeiiiiieeciiiiieiiiiiencniinnenenieenenens 40
MATERIAL y 1Y 1 0] > Lo X Y 41
0 1 =Y o 43
Poblacion de Fuenlabrada...........ceu i ereeae e e sena e s e ean s e e na s e e ennseneaennns 44
1T - N 45
(072 11 TTo1 oY 1=t 46
YT T o] [T PRt 47
Test realizados para diagndstico de leishmaniasis durante el brote.........ccccceervveencirrennnnns 48
Test realizados para estudio de biomarcadores ........c.ccceiieeiiiieiiiiiiiiniiiinnisneneaee, 50
F N F= 1T =T = Lo 1] Ao o RN 53
LT E= T Lol - 1] Lo T TP 54
RESULTADOS .......cuveiiiiiiiiiiiniiseiieiieiinsistissessssssssssossssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnssn 55
OBJETIVO 1: DESCRIPCION CLINICA DEL BROTE.....cccueiiueinrieeeiisnesssresssesssnesssessssesssessssens 57
1.1. DESCRIPCION GLOBAL.....uuiiiiitititieiiieeeeeeeeeeee e e e e e e e e s e s s esese e a e raaeaaeeeeeeeaaaaaeasesessssssensnnnnnes 57
1.1.1.  Formas clinicas y distribucion por afios .........ccueeveriiiiieineiiieeeee e 57
1.1.2.  Caracteristicas epidemiolOZICas......ccccveeeiiiiriieeeie et eree et e et e e seee e snaeeens 58
1.1.3.  StatusS iNMUNOIOZICO....cccuiieeiiie ettt ettt e e e eette e e e te e e e at e e eetbeeeeabeeeeasaeeennseaans 59

1.2. LEISHMANIASIS VISCERAL TiPICA (LV). COMPARACION CON LV EN

INMUNODEPRIMIDOS.... .viitieiieeieeiteeitee st esieesteesteesseessessseesseessbeasseessseessssensessssssnseessssensessssesssenss 62
1.2.1. Caracteristicas clinicas y epidemiolOgiCas .........cccueeeiieieiiieeciieeectee et 62
1.2.2.  Leishmaniasis visceral y adenopatias.......cccceeueeeriiiieiiee e seee et e e e e eneee s 65
1.2.3. Leishmaniasis visceral y sindrome hemofagocitico ........cccceevvieeeiieeiiiee e, 66
1.2.4. Leishmaniasis visceral y autoinmunidad .........ccceeeveeiiiiiiinieiieieeec e 70
0 T B 1 =143 o 1 i [ RS 71
1.2.6.  Tratamiento Y rECIAIVAS...ccccciciiiei et e e srr e e e s bae e e s e e eaneaeeeeeenes 72
1.2.7. Tratamiento y efectos adVerSOS......cocviriiriiiiiieiieiet ettt 76

1.3. LEISHMANIASIS VISCERAL TIPICA (LV). COMPARACION CON LOS CASOS ANTERIORES AL



2.1. LEISHMANIASIS GANGLIONAR (LLL) DURANTE EL BROTE. COMPARACION CON

LEISHMANIASIS VISCERAL TIPICA (LV) 1.vuvtivereriiereeteeseeeete e sesete e ssessse st ssssesssssssesessssssssessssssssssons 81

2.2. LEISHMANIASIS GANGLIONAR (LLL). DESCRIPCION .....covvevivieceereriiieeeetesesseetesessssseesesssnens 83

2.2.1  DiStribUCION POF Afi0S ..ecvuieiiiieiiiiiieeiie ettt ettt e siee e e sbae s sbeesaaesbeesaaeenree s 83

2.2.2  Caracteristicas clinicas de la leishmaniasis ganglionar ..........ccccceeveeviiiieinieenicencennenne 84

2.2.3  Diagn6stico de la leishmaniasis ganglionar ........c.cceeevvieiicee e, 86

2.2.4  Tratamiento de la leishmaniasis ganglionar ..........ccccoeoiviieiiieccieeecee e 87
OBIJETIVO 3: MARCADORES CELULARES DE CURA EN LLL.....cccciieuiieniiencinncincensiensinscnnnennns 89
DISCUSION .....c.coeveeereerrsrsseessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssessssssssssssssssssssssssssssssssnses 91
DESCRIPCION CLINICA DEL BROTE. Leishmaniasis visceral en inmunocompetentes........... 93

(07 ] = Lot g1 d o= I =T o] o [= 4 o 1To] Lo} =4 Tot- L3RS 94
StAtUS INMUNOIGZICO ....eii ittt ete e e s e e et e e e saeae e sateeeeeseeeensaeesaseeeesseennnes 100
COMPAraCiON CON OLraS SEIIES ..ueiiiuueeeiiieeeiireeeiteeeitreeessreessseeesseeeassseesasasesassesesssesessssssssssssssssessnnes 101
Cuadro clinico de leishmaniasis visceral tipiCa........ccceeiiieiiceee i e 104
SINArome heMOTAZOCITICO ..ueieviiiiiie et e e et e e st e e e bt e e eeateeesabaeeessreeenes 106
Autoinmunidad Y O1ras SEIrOlOZIAS .....ccccuieeeiiiieciiie et et eetee e eee e et e e e ere e e e eare e e tbeeeeabeeeebaeeesreaeas 111
DIAENOSTICO ..t eeiee ettt et e et e e ettt e et e e e ettt e e e beeeeeabeeeetbeeeeabaeeesseeeaaseeeeabaeeessaeeasbeeeanteeeesaeeeasreaann 115
Tratamiento ¥ @VOIUCION .....oooeiiiiceee ettt et e e et e e e ete e e e tee e etbeeeeabeeeenseaeeareaann 120
Leishmaniasis visceral. Comparacidn con casos anteriores al brote .........cccoceeeevveeeeciiececiee e, 125
LEISHMANIASIS GANGLIONAR. .. ciuitteittiraireiiieiiieiiasireirasisestssrssrassresssessasssassrasssasssnsss 127
Caracteristicas epidemiIOIOZICAS .......cccvuieeeiiie ettt ceee e e e e e e e eee e e s e e e ser e e e eaaaeesaraeeesreesanes 128
(OITE- Yo 1o ol [T olc o O PP PTUPRTP 129

(D1 =d a Vo 1] ol USSR 132
Tratamiento ¥ @VOIUCION .....ooiiiii ettt e et e e et e e e aba e e e ba e e e bbeeeesteeessaaeenssaaans 136

T NIy = et =] (U1 =T =T I R STUS 137
Limitaciones de nuestro trabajo .........cccceeeeiiiuniiiiiiiiiiiiiniinii e nees 139
CONCLUSIONES........cueaeieieiiieiiiiiiisiiiissiessssssiossssssssssssossstosssssssssssssssssssssssssssssssssns 141
BIBLIOGRAFIA......eeeeeeeeeeeeeesevreseereseesessersssesesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssossssssssses 147
APENDICES ....c.vveveseerrersseesssssssessssssssssssssssssssssssssssessossssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnes 161






AGRADECIMIENTOS

Al Hospital Universitario de Fuenlabrada, que me formdé como internista, y que me dio
la oportunidad de aprender lo que significa investigar. Gracias a Jesus, por insistir
machaconamente, y a Olga, Chema, Sonia, Jorge, y al resto de adjuntos del servicio de
Medicina Interna, por su cercania y capacidad docente. También a los servicios de
Microbiologia, Dermatologia, Anatomia Patoldgica, y todos los involucrados en la
investigacion de este brote epidémico, por su necesaria contribucién a esta tesis y por

facilitarme datos e imagenes.

A la Unidad de Leishmaniasis del Centro Nacional de Microbiologia-ISClll, en especial a
Eugenia y Javier, por la colaboracién constante durante todos estos anos, y por su
ayuda con la bibliografia y redaccion de las diferentes técnicas diagndsticas para el

estudio de biomarcadores.

A mis compafieros de residencia y amigos. A Elena, con la que empecé este proyecto
cuando era un tierno R1, y a Alicia y Belén, con las que lo terminé. A mis coerres
Carmen e Ivan, a Maria, Paula y todos mis residentes mayores y pequeiios, que me
ayudaron en el proceso de recogida de muestras y me hicieron mas entretenidas las
tardes de llamadas telefénicas y comprobacién de historias, cuando ni siquiera

imaginaba que habria un final.



A mi familia, la de cerca y la de lejos, porque nunca lo esta. Por la ayuda incondicional

y por permitirme sacar tiempo de donde no lo habia.

A Bea, mi mejor compafiera de viaje. Porque volveremos a viajar con nuestros
pequenos compafieros. Por lo que has hecho y haces a diario por esta familia. Esta
tesis también es tuya, porque sin tu ayuda no habria escrito una sola palabra. Gracias

por llenar de musica mi vida.

A Juan Victor, esta obra es producto de tu generosidad y buen hacer, tanto profesional
como humano. Gracias primero por ensefiarme el camino, luego por acompanarme, y
por ultimo por haberme levantado cuando me parecia imposible continuar. Y por

haberme animado en todo momento con una sonrisa. Y con una postdata.

10



GLOSARIO DE ABREVIATURAS

ABCL: Anfotericina B complejo lipidico.

ABL: Anfotericina B liposomal.

ANA: Anticuerpos antinucleares.

CNM: Centro Nacional de Microbiologia.

EDO: Enfermedad de declaracién obligatoria.

ELISA: Enzyme-linked immunosorbent assay (ensayo por inmunoabsorcidn

ligado a enzimas).

Hb: Hemoglobina.

HLH: Linfohistiocitosis hemofagocitica, o sindrome hemofagocitico.
HUF: Hospital Universitario de Fuenlabrada.
IC: Inmunocompetentes.

ID: Inmunodeprimidos.

IFI: Inmunofluorescencia indirecta.

IFN-y: Interferén gamma.

IL: Interleucina o interleuquina.

ISCIII: Instituto de Salud Carlos IlI

LC: Leishmaniasis cutanea.

LES: Lupus eritematoso sistémico.

LM: Leishmaniasis mucosa.

LV: Leishmaniasis visceral.
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LLL: Leishmaniasis ganglionar.

NNN: Novy-McNeal-Nicoll.

OMS: Organizacion Mundial de la Salud.

PAAF: Puncidn aspiracién con aguja fina.

PBMC: Peripheral blood mononuclear cells (células mononucleares de sangre

periférica).

PBS: Phosphate buffered saline (tampdn fosfato salino).

PCR: Proteina C reactiva.

PCR: Polymerase chain reaction (reaccién en cadena de la polimerasa).

SIDA: Sindrome de inmunodeficiencia adquirida.

SLA: Soluble leishmania antigen (antigeno soluble de Leishmania).

SLA-CPA: Soluble leishmania antigen — cell proliferation assay (test de

proliferacién celular tras estimulacién con antigeno soluble de Leishmania).

TAC: Tomografia axial computerizada.

TARGA: Tratamiento antirretroviral de gran actividad.

TGF-f: Factor de crecimiento transformante beta.

VIH: Virus de la inmunodeficiencia humana.

VSG: Velocidad de sedimentacidn globular.

WHO: World Health Organisation (Organzacién Mundial de la Salud).
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1. LEISHMANIASIS: CONCEPTOS Y DATOS GENERALES

Ha pasado mds de un siglo desde que William Leishman describiera por primera
vez, entre las células esplénicas de un soldado fallecido en la India por un cuadro febril
de larga evolucién, “una gran cantidad de pequefios cuerpos redondeados u ovalados
de 2 a 3 micras de didmetro, diferente a todo lo descrito hasta entonces” (1), y el
parasitélogo Ronald Ross bautizara ese nuevo género de parasito como Leishmania
donovani (2) (en honor también a Charles Donovan, quien confirmdé los mismos
hallazgos de forma paralela en otros tres pacientes). En este tiempo se ha conocido
mucho acerca de este parasito y la enfermedad que provoca, la leishmaniasis, una
zoonosis de distribuciéon mundial y con una elevada morbimortalidad. Sin embargo, no
parece que se haya avanzado ni invertido lo suficiente en investigacion y tratamientos
como para evitar que esta enfermedad continde haciendo estragos en diferentes
partes del mundo, siendo una de las mds destacadas de las denominadas por la OMS

“Neglected Diseases”, o enfermedades desatendidas (3).

1.1 Parasito, vector y reservorio

Hoy en dia se conocen mas de 20 especies diferentes de Leishmania, que se
pueden clasificar de diversas formas, aunque cldsicamente se han dividido en funcién
de la regién del mundo en la que se pueden encontrar y de su tropismo hacia un tipo

de afectacion concreta, como se observa en la siguiente tabla:
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Leishmania found in humans

Subgenus L. (Leishmania) L. (Leishmania) L. (Viannia) L. (Viannia)
Old World L. donovani L. major
L. infantum L. tropica
L. killicke
L. aethiopica
L. infantum
New World L. infantum infantum braziliensis L. braziliensis

L L
L. mexicana L. guyanensis L. panamensis
L. pifanof L. panamensis
L. venezuelensis L. shawi
L. garnhamp L. naiffi
L. amazonensis L. lainsoni
L. lindenbergi
L. peruviana
L.

colombiensis®

Principal tropism Viscerotropic = Dermotropic Dermotropic Mucotropic

@ Species status is under discussion
b Taxonomic position is under discussion

Tabla 1. Especies de Leishmania en humanos. (Extraida del documento Control of the
leishmaniases: report of a meeting of the WHO Expert Committee on the Control of Leishmaniases,
Geneva, 22-26 March 2010)(3).

En cuanto al vector, los flebotominos (Phlebotominae) o “moscas de la arena” son
insectos dipteros distribuidos ampliamente por el globo terrdqueo, comprendiendo
alrededor de 800 especies y subespecies, de las que mds de 90 se consideran vectores
probables de Leishmania spp (3)(4). En el Viejo Mundo estos insectos pertenecen al
género Phlebotomus, mientras que en el Nuevo Mundo pertenecen al género
Lutzomyia. En ambos casos se caracterizan por presentar las hembras habitos
hematofdgicos, en su caso necesario para poder desarrollar los huevos, y siendo asi
responsables de la transmision del pardsito. Son de pequefio tamano (entre 1-4 mm),
se mueven dando pequeiios saltos y su actividad picadora es generalmente en horas

crepusculares y nocturnas. Pueden reproducirse en gran variedad de lugares,
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generalmente huimedos y oscuros (en grietas de paredes o rocas, en cuevas,
madrigueras de animales, entre la hojarasca humeda de los bosques, los hoyos en el
suelo, nidos de aves, termiteros...) (5), y pueden alimentarse en el interior o al aire
libre dependiendo de la especie. Todo este conocimiento resulta de gran importancia
pensando en la enfermedad y los posibles métodos de control de la misma.

Hay unas 70 especies animales, entre ellas el hombre, que son reservorios
naturales de Leishmania. La mds conocida en Espafiia es el perro (6).

Debido a un proceso de co-evolucién, existe una asociacion entre la especie de
Leishmania, su reservorio animal (huésped) y la especie de flebotomino involucrado en
la transmision de la leishmaniasis(3)(5), aunque en todos los casos el ciclo del parasito

se puede resumir en el siguiente grafico:

Estadios en la mosca de los arenales Estadios en el humano

La mosca se alimenta de sangre .
n {inyecta el estadio 6 Los promastigotes son

promastigote en la plal) fagocitados por
Se dividen en el intestino mﬂi}ﬁ - }
Bigran a la probdscide

macrofagos

Los promastigotes se transforman

o en amastigotes dentro de Iosﬂ
macrofagos

Les amastigotes se transforman en el

estadio promastigote en el intestinge medio

Los amastigotes se multiplican en las
celulas (incluyendo a los macrdfagos)
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Fig. 1. Ciclo de vida de Leishmania (extraido de la pagina web publica del
Center for Disease Control (CDC).
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1.2 Distribucion geografica y epidemiologia

Resulta dificil hacer un calculo de la poblacién verdaderamente afectada por la
enfermedad debido a que, hasta hace pocos afios, el impacto sobre la salud publica de
la leishmaniasis ha sido claramente infraestimado. Segun datos de la Organizacion
Mundial de la Salud (fuente: pagina web www.who.int), la leishmaniasis es
actualmente una enfermedad endémica en 88 paises. En los ultimos 10 afios, las
regiones endémicas se han extendido y ha habido un gran aumento en el nimero de
casos, aunque el hecho de que solo en 32 de los 88 paises afectados sea obligatoria la
declaracién de los casos de la enfermedad dificulta la recogida de los datos. Se estima
que se producen unos 2 millones de nuevos casos anuales de leishmaniasis (de los que
medio millén son en su forma de presentacién mas grave, la leishmaniasis visceral),
con alrededor de 12 millones de personas actualmente infectadas, y con mas de 350
millones de personas en riesgo, entre ellos los paises de la cuenca mediterranea (3). En
2015, mas del 90% de los nuevos casos descritos ocurrieron en 7 paises: Brasil, Etiopia,
India, Somalia, Kenia, Sudan del Sur y Suddn. Se estima que es responsable de entre
20000 y 40000 muertes anuales (7).

En la Figura 2 podemos observar los datos de endemicidad de la leishmaniasis

visceral en 2015.
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Fig. 2. Estado de endemicidad de la leishmaniasis visceral en todo el mundo, afio 2015. (Fuente
www.who.int)

La epidemiologia de la leishmaniasis va a depender, por tanto, de las caracteristicas
de la especie del parasito predominante en cada regidn, las caracteristicas ecoldgicas
de dicha zona, la exposicién previa y actual de la poblacién humana al parasito y de sus
pautas de comportamiento. A su vez, las variaciones que se produzcan en estas
caracteristicas pueden provocar cambios en la epidemiologia, con aparicidon de casos

autéctonos en lugares donde previamente no estaba descrita la enfermedad (8).

1.3 Formas clinicas

Hay que aclarar que la mayoria de las personas infectadas por el parasito no
desarrollan ningun tipo de sintoma a lo largo de su vida(9). Por tanto, el término

leishmaniasis se refiere al hecho de presentar sintomatologia de la enfermedad a
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causa de la infeccién, y no al mero hecho de estar infectado(3). De acuerdo con este
posible cuadro clinico, existen tres tipos de leishmaniasis: visceral, cutanea vy
mucocutdnea.

La leishmaniasis visceral (LV), también conocida como Kala-azar, es la forma clinica
mas grave de esta enfermedad, y es producida por las especies Leishmania donovani'y
Leishmania infantum. El periodo de incubacién de la leishmaniasis visceral es variable y
puede oscilar desde una semana a varios meses. Los signos clinicos caracteristicos de
la enfermedad son los episodios irregulares de fiebre, la pérdida de peso, y la
esplenomegalia. En ausencia de tratamiento adecuado el cuadro evoluciona hacia la
caquexia, conduciendo en unos meses a la muerte (3). La afectacion puede ser
endémica, espordadica o epidémica, con diferentes caracteristicas segln el caso. En
areas endémicas la enfermedad tiende a ser crdnica, y afecta fundamentalmente a
nifios. Es endémica en el subcontinente indio y Africa oriental donde, junto con Brasil,
se dan actualmente la mayoria de los casos (Figura 2).

La leishmaniasis cutanea (LC) es la forma mas frecuente y leve de la enfermedad.
La pueden producir la mayoria de especies conocidas de Leishmania que afectan a los
humanos, tanto en el Viejo como Nuevo Mundo (Tabla 1). Se trata de lesiones
cutaneas, principalmente ulcerosas, en las zonas expuestas del cuerpo (donde se
produce la picadura del vector), que pueden dejan cicatrices de por vida y ser causa de
discapacidad grave. Aproximadamente un 95% de los casos de leishmaniasis cutanea
se producen en las Américas, la cuenca del Mediterrdneo, Oriente Medio y Asia
Central.

La leishmaniasis mucocutanea conduce a la destruccién parcial o completa de las

membranas mucosas de la nariz, la boca y la garganta (sobre todo mucosa laringea).
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Generalmente se incluye en este grupo la presentacion cutanea difusa producida por L.
aethiopica (muy frecuente en Etiopia), y también puede darse alguin caso de afectacion
mucosa en Europa y la cuenca mediterrdnea por cualquiera de las especies de
Leishmania autéctona. Sin embargo el término se aplica correctamente solo como
enfermedad del Nuevo Mundo, que es causada por L. braziliensis y L. panamensis
(ambas especies del subgénero Viannia) y se producen en Brasil, Bolivia y Peru (3).
Aparte de estas tres formas clinicas, existe la leishmaniasis dérmica post kala-azar,
que es una secuela de la leishmaniasis visceral. Se caracteriza por una erupcion
macular, papular o nodular localizada habitualmente en la cara, los brazos, el tronco y
otras partes del cuerpo. Esta forma se encuentra principalmente en Africa oriental y el
subcontinente indio, donde hasta el 50% y el 10%, respectivamente, de los pacientes
con kala-azar manifiestan la enfermedad. La leishmaniasis dérmica post kala-azar
generalmente aparece entre seis meses y un afio o varios afios después de la curacidn

aparente del kala-azar, aunque también puede presentarse antes (3).

1.4 Factores de riesgo

La enfermedad, que afecta mayoritariamente a las poblaciones mas pobres del
planeta, estd asociada a la malnutricion, los desplazamientos de poblacidén, las malas
condiciones de vivienda, la debilidad del sistema inmunitario y la falta de recursos (10).

Estas malas condiciones, como la ausencia de sistemas de gestion de residuos,
pueden promover el desarrollo de los lugares de cria y reposo de los flebotomos y
aumentar su acceso a la poblacién humana. Los flebotomos se ven atraidos por el
hacinamiento, ya que constituye una buena fuente de ingesta de sangre. Las pautas de

comportamiento humano (por ejemplo, dormir a la intemperie o en el suelo) también
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es probable que aumenten el riesgo. El uso de mosquiteros tratados con insecticida
reduce el riesgo (5).

Los pacientes con inmunodepresién tienen mayor riesgo de desarrollar una
leishmaniasis visceral, fundamentalmente los pacientes con infeccién crénica por VIH
(11)(12), los pacientes trasplantados (13) y los pacientes con terapias bioldgicas
(14)(15), en los que las manifestaciones clinicas pueden ser diferentes (16).

La leishmaniasis también esta vinculada a los cambios ambientales, como la
deforestacion, la construccién de presas, los sistemas de riego y la urbanizacién. De la
misma manera el cambio climatico puede tener efectos importantes en |Ia
enfermedad, tanto por afectacion de los vectores y los reservorios animales, al alterar
su distribucion, como en el propio ciclo del parasito. Las sequias, las hambrunas vy las
inundaciones que se producen como consecuencia del cambio climdtico pueden llevar
a desplazamientos masivos de personas no inmunizadas hacia zonas de transmision de
la leishmaniasis (17), y la desnutricién puede debilitar la inmunidad de las poblaciones

afectadas (18)(19).

1.5 Patogenia

AUn no se conocen con exactitud los complejos mecanismos inmunoldgicos que se
producen en el momento en que se inocula el parasito, aunque en general se acepta
que el control de Leishmania dentro del huésped estd mediado por respuestas
inmunes tanto innatas como adaptativas (3). Estas dependen de varios factores, entre
ellos la especie de parasito implicado o la ya comentada malnutricion, e implican en
ultima instancia que el huésped sea capaz de controlar la infeccién, ya sea eliminando

el parasito o controlandolo en el punto de inoculacidon (manifestandose como una LC),

26



o por el contrario que se disemine por el organismo desarrollando una LV. Para ello es
fundamental la actividad de los linfocitos T CD4+ (helper) y, aunque las razones por las
que se produce una u otra respuesta no quedan claras, si se conoce la implicacion de
determinadas citoquinas relacionadas con una respuesta inmune T-helperl o T-
helper2. En modelos murinos se ha comprobado que la ausencia de citoquinas como la
IL-2, IL-12 e IFN-y (implicadas en una respuesta Thl o celular, que induce la actividad
leishmanicida de los macréfagos) favorece la diseminacién de la enfermedad (20)(21),
mientras que en la LV si se producen una gran cantidad de anticuerpos contra
Leishmania, ineficaces y que no confieren proteccién, junto con un aumento en la
sintesis de TGF-3 e IL-10, todo ello propio de una respuesta Th2 o humoral (22).

De forma muy simplificada podriamos pensar que una respuesta celular adecuada
tipo Thl confiere proteccion frente a Leishmania, y una respuesta Th2 favorece la
diseminacién (en un mecanismo similar al que se produce en la tuberculosis) pero es
importante tener en cuenta que la dicotomia estricta de Thly Th2 en muchos modelos
experimentales murinos no se refleja tan claramente en la leishmaniasis humana, en la

que a menudo se observa una imagen mixta mucho mds compleja (3).

1.6 Diagnostico y Tratamiento

El diagndstico de la leishmaniasis visceral se basa en criterios clinicos y criterios
microbioldgicos que incluyen la demostracion del parasito, bien por visualizacion del
mismo, por cultivo o por PCR en muestras obtenidas en extension de médula dsea,
bazo, higado o ganglios linfaticos; o por serologia (3). Las pruebas serolégicas tienen

un valor bastante limitado en las leishmaniasis cutanea y mucocutanea. En el caso de
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la leishmaniasis cutanea, el diagndstico se confirma cuando los analisis parasitoldgicos
corroboran las manifestaciones clinicas.

En cuanto al tratamiento de la leishmaniasis, éste viene determinado por la especie
del parasito, la forma de presentacién clinica, la regidon del mundo y la situacién
inmunoldgica del huésped (3). Estos tratamientos van desde los ya clasicos
antimoniales pentavalentes, eficaces, aunque mal tolerados, aun asi de primera
eleccion en gran parte del mundo, y la paromomicina y miltefosina mas recientes,
pasando por los complejos de anfotericina, mejor tolerados aunque mucho mas caros,

y que son de eleccién en nuestro medio.

1.7 Marcadores de curacion

Aunque el tratamiento de la leishmaniasis normalmente es efectivo, las recidivas
son relativamente frecuentes, sobretodo en pacientes inmunodeprimidos (23), lo que
implica que el tratamiento por si solo no es capaz de eliminar el parasito del
organismo, requiriendo de un sistema inmunitario competente para ello. No existe
actualmente un biomarcador que pueda identificar los pacientes verdaderamente
“curados” (esto es, sin parasitos en el organismo), tras el tratamiento. Actualmente la
confirmacién de curacion, tanto en LV como en LC, aun se basa en la ausencia de
sintomatologia tras 6 meses de seguimiento (3), siendo comun que las recaidas
ocurran bastante tiempo después de la finalizacion del tratamiento (24).

En pacientes inmunocompetentes con LV, una respuesta exitosa al tratamiento
depende, como hemos comentado, de la activacién de un subconjunto Thl de
linfocitos T CD4+ especificos para Leishmania, que producen un aumento de

determinadas citoquinas. Entre ellas destaca el IFN-y, que no solo favorece la
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activacion de los macréofagos aumentando su capacidad fagocitaria, sino que
retroalimenta esta respuesta haciendo que las células indiferenciadas CD4+ (ThO) se
diferencien en Th1(25). Es por ello que la proliferacién de células mononucleares de
sangre periférica (PBMCs) tras estimulacidon con antigeno soluble de Leishmania (el
test SLA-CPA) (26)(27), y el aumento en la secrecion de IFN-y por estas células (28)(29),
proporcionan marcadores in vitro que podrian ser utilizados para evaluar la respuesta
temprana al tratamiento. De hecho, este test de proliferacion celular ya se ha
mostrado como un indicador util de la existencia de clones de células T de memoria
especificas de Leishmania en pacientes VIH+, suficientes como para mantener la
infeccion bajo control y evitar recidivas de LV (30). El valor del IFN-y en la
monitorizacidn de la respuesta inmune celular también se ha descrito previamente en

la LV causada por L. infantum (31)(32)(33).

2. LEISHMANIASIS Y ADENOPATIAS

Aunque no es algo caracteristico de la leishmaniasis, las adenopatias pueden
acompainar a cualquiera de las formas clinicas de la enfermedad. Ciertamente,
dependiendo del tipo de parasito y la region donde se transmite, se han descrito con
mayor o menor frecuencia. Las adenopatias satélites pueden ser relativamente
frecuentes en la leishmaniasis cutdnea. En la zona noreste de Brasil, por ejemplo, la
leishmaniasis cutanea por Leishmania (Viannia) braziliensisis se acompafia de

adenopatias de forma practicamente constante (34)(35). La presencia de adenopatias
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en el contexto de la leishmaniasis visceral, en cambio, no es frecuente en las series
publicadas salvo que coexistan otras enfermedades o inmunosupresion profunda,
especialmente VIH (36)(37), con la excepcion de LV en Sudan del Sur (17) y Etiopia
(38)(39), donde la especie causante es L. donovani y se ha descrito presencia de
adenopatias en este contexto hasta en el 84% de los pacientes.

La presencia de adenopatias como uUnica manifestacion de leishmaniasis, referida
como linfadenitis por Leishmania o leishmanial localized lymphadenopathy (LLL), se ha
descrito con L. major (40) aunque poniéndola en relacion con la LC, y de forma aislada
en el sur de Europa (41), siendo considerado como una presentacion excepcional de LV
por L. infantum. Por el contrario, la LLL si se ha descrito de forma mas frecuente en
Iran, donde la especie responsable es L. tropica, habitual causante de LC, aunque en
este caso si es considerado un sindrome de localizacion exclusiva ganglionar, como una

condicién autolimitada y que no requiere tratamiento(42)(43).

3. SINDROME HEMOFAGOCITICO

El sindrome hemofagocitico o linfohistiocitosis hemofagocitica (HLH en sus
siglas en inglés) es un grave trastorno inmunoldgico causado por una
desproporcionada elevaciéon de citoquinas en sangre en respuesta a una activacién
descontrolada de linfocitos T, células NK y macréfagos. El HLH no es una enfermedad
en si misma, sino mas bien la consecuencia de una incapacidad que puede ser
hereditaria o adquirida del sistema inmune para enfrentarse a un determinado

desencadenante, que en muchos casos es un agente infeccioso (44). Este antigeno
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determinado acaba provocando en el organismo una respuesta inmune exagerada
pero ineficaz, que se caracteriza clinicamente por, entre otros signos y sintomas, fiebre
elevada, hepatoesplenomegalia y pancitopenia, y acaba siendo fatal en un gran
porcentaje de pacientes. Entre los hallazgos de laboratorio mas habituales destacan la
hiperferritinemia, la hipertrigliceridemia, la elevacién de transaminasas y la
hipofibrinogenemia.

Descrito por primera vez por Scott y Robb-Smith en 1939 (45), no fue hasta
1979 cuando Risdall et al. caracterizaron este sindrome adecuadamente y su
asociacién con infecciones, tanto viricas como bacterianas (46) distinguiéndolo a su
vez de las histiocitosis malignas, aunque también se pueda asociar con linfomas y
trastornos hematolégicos. De hecho, las condiciones subyacentes que predisponen a la
HLH, abarcan tumores malignos, enfermedades autoinflamatorias y autoinmunes,
enfermedades metabdlicas e inmunodeficiencias adquiridas como el SIDA, la
inmunosupresion iatrogénica y el trasplante de drganos o células madre (44). El HLH se
puede presentar en cualquier grupo de edad. Incluso las formas genéticas, que antes
se pensaba que estaban restringidas a los niflos, ahora se reportan con mayor
frecuencia también en adultos. Los criterios diagndsticos fueron re-definidos en 2004
por el Hemophagocytic Lymphohistiocytosis Study Group (47) e incluyen, a falta de
trastornos genéticos, criterios tanto clinicos como de laboratorio.

El tratamiento del sindrome hemofagocitico se fundamenta en pautas
guimioterapicas protocolizadas, aunque puede representar una excepcién cuando es
secundario a la leishmaniasis visceral, ya que el tratamiento antiinfeccioso suele
resolver las alteraciones por si mismo (48). Ciertamente, en los Ultimos afios este raro

sindrome estd adquiriendo cada vez mayor protagonismo dada su asociacién con
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enfermedades infecciosas potencialmente tratables y, entre ellas, una de las mas
frecuentes es la leishmaniasis visceral. Aunque la prevalencia de HLH asociada con LV

es desconocida, hasta hace poco se consideraba una complicacién poco comun.

4. LEISHMANIASIS EN NUESTRO MEDIO

En Europa y en toda la cuenca mediterrdnea la leishmaniasis es endémica, y la
especie de parasito responsable de la transmisién es L. infantum, cuyo reservorio

fundamental es el perro.
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Fig. 3. Paises endémicos para LV en la Regidn Europea de la OMS (data source and map production:

WHO Regional Office for Europe, 2014). Extraido del documento Manual on case management and
surveillance of the leishmaniases in the WHO European region(49).

Ya hemos comentado que L. infantum puede producir tanto leishmaniasis visceral

como, a diferencia de la otra especie viscerotrépica, L. donovani, también

leishmaniasis cutdnea. En nuestro medio también podemos encontrar casos
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importados, fundamentalmente de América y Africa oriental, aunque de forma muy
esporddica (49).

A diferencia de otras regiones endémicas, en las que la leishmaniasis visceral afecta
mayoritariamente a nifos, desde la aparicion de la infeccidn por el VIH y el aumento
del uso de la inmunosupresion para el trasplante y la quimioterapia, aproximadamente
la mitad de los casos en Europa afectan a adultos (3).

En teoria cualquiera de los tratamientos conocidos ya comentados se podria
emplear, dada la escasa descripcion de resistencias en nuestro medio. Es cierto que la
paromomicina y la miltefosina mds recientes, aunque eficaces en otras regiones del
mundo, apenas se han utilizado en Europa y aun no han demostrado claramente su
eficacia en nuestro medio. Por ello, y aunque la posibilidad de resistencia a la
anfotericina B liposomal se podria sospechar en algunas circunstancias, como en los
casos de inmunosupresion severa con multiples recidivas, por el momento no se ha
documentado y continta siendo el tratamiento de eleccién dada su menor toxicidad.
La pauta mas recomendada es la de 3-5 mg/Kg/dia, administrados en infusion

intravenosa durante 3-6 dias, hasta una dosis total de entre 18 y 21 mg/Kg (49).

4.1 Brote epidémico en Fuenlabrada y Suroeste de la Comunidad de Madrid

En la Comunidad de Madrid, a la que pertenece la ciudad de Fuenlabrada, existe
una Red de Vigilancia Epidemiolégica que recoge todos los casos notificados de
leishmaniasis visceral. Desde 2000 a 2009, se declararon entre 12 y 15 casos anuales
en nuestra regién con una incidencia anual de 0.5 por 100000 habitante (50). Sin
embargo, desde finales de 2009 se produjo un notable aumento de casos

confirmandose la existencia de un brote epidémico de leishmaniasis en el suroeste de
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Madrid y principalmente en la ciudad de Fuenlabrada (51). Dicho brote presenté como
peculiaridades que la especie causante fue un genotipo de L. infantum desconocido
hasta la fecha (ITS-LOMBARDI) (52) y el reservorio fundamental la liebre, no descrito
hasta la actualidad (53).

Segun los datos del ultimo Boletin Epidemiolégico de la Comunidad de Madrid
publicado sobre Enfermedades de Declaracion Obligatoria (54), desde el inicio del
brote comunitario, en julio de 2009, hasta diciembre de 2016, se han notificado un

total de 716 casos asociados al brote: 6 casos (0,8%) con inicio de sintomas en 2009,

97 casos (13,5%) en 2010, 197 casos (27,5%) en 2011, 160 casos (22,4%) en 2012, 92
casos (12,9%) en 2013, 95 casos (13,3%) en 2014, 46 casos (6,4%) en 2015 y 23 casos
(3,2%) en 2016. Los casos residian en cuatro municipios colindantes de la zona
suroeste de la Comunidad de Madrid: 549 casos en Fuenlabrada (76,7%), 81 casos en
Leganés (11,3%), 72 casos en Getafe (10,1%) y 14 casos en Humanes de Madrid (1,9%).

En la investigacidn del entorno de los casos se encontré la presencia de perros en
el 27,4% de casos, de perros enfermos en el 2,9% (independientemente del
diagndstico), habitats de mosquitos en el 26,8%, de explotaciones ganaderas en el
2,8% vy de escombreras en el 2,9%.

Aunque se han tomado medidas para disminuir el nimero de vectores y
reservorios en la zona (51), logrando que la tasa de incidencia de leishmaniasis haya
descendido en los ultimos afios (Figura 4), la investigacidn epidemioldgica y ambiental

del brote comunitario en la zona suroeste continla abierta tras finalizar el afio 2017.
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Fig. 4. Tasas de leishmaniasis. EDO. Comunidad de Madrid. Afios 2007-2016. (extraida del Boletin
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OBJETIVOS
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Nuestro objetivo principal es mostrar nuestra experiencia en el manejo
hospitalario (caracteristicas clinicas, diagndstico y tratamiento) de los pacientes con
leishmaniasis atendidos en el Hospital Universitario de Fuenlabrada en el contexto del
mayor brote de leishmaniasis descrito en Europa hasta la fecha, con especial atencion

a los pacientes inmunocompetentes.

Objetivo 1: Descripcion del brote. Leishmaniasis visceral

1.1. Descripcion global del brote

Se describen las caracteristicas epidemioldgicas y clinicas de todos los pacientes
adultos con leishmaniasis de nuestro centro, con especial atencién a las formas de
presentacion de la leishmaniasis (visceral, cutanea, ganglionar y mucosa) y las
diferencias entre los pacientes inmunocompetentes y los inmunodeprimidos de toda la

cohorte.

1.2. Leishmaniasis visceral tipica. Comparacion con leishmaniasis visceral en

inmunodeprimidos

Se describen las caracteristicas epidemioldgicas y clinicas de los pacientes
inmunocompetentes con leishmaniasis visceral de nuestra cohorte. Se presentan las
diferencias con los pacientes inmunodeprimidos con leishmaniasis visceral. Se
desarrollan las relaciones de la asociacion de la leishmaniasis visceral con el sindrome
hemofagocitico y con Ila autoinmunidad. Se describen ademas los métodos
diagndsticos y el tratamiento de nuestros enfermos, analizando las recidivas y sus

causas.
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1.3. Leishmaniasis visceral tipica. Comparacion con los casos anteriores al brote

Se comparan las diferencias epidemioldgicas, clinicas, diagndstico y tratamiento

de los pacientes con leishmaniasis antes y después del brote.

Objetivo 2: Presentacion atipica. Leishmaniasis ganglionar

1.1. Leishmaniasis ganglionar (LLL) durante el brote. Comparacidn con

leishmaniasis visceral tipica (LV)

Se comparan las caracteristicas clinicas, epidemioldgicas, resultados de
laboratorio, test diagndsticos, tratamiento inicial y su respuesta de estas dos formas

de presentacion.

1.2. Leishmaniasis ganglionar (LLL). Descripcion

Se desarrollan las peculiaridades de esta forma de presentacidn tipica de

inmunocompetentes

Objetivo 3: Marcadores de cura en leishmaniasis

Se reclutd una muestra de pacientes enfermos y curados con diferentes formas
clinicas de leishmaniasis para realizar diferentes test parasitoldgicos e inmunolégicos
que pudieran servir como marcadores de cura tras tratamiento.

Este objetivo ha sido compartido con la tesis de la doctoranda Belén Matia
Hernando (que versa sobre el impacto del brote en la poblaciéon inmunosuprimida no
VIH), por lo que en este trabajo solo se presentan los resultados que afectan a los

pacientes con LLL.
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MATERIAL y METODOS
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Diseio

Estudio observacional longitudinal de una cohorte prospectiva de pacientes,
con recogida retrospectiva de datos.

La cohorte de pacientes incluye todos los pacientes con leishmaniasis visceral
adultos (mayores de 14 anos) atendidos en el servicio de Medicina Interna del Hospital
Universitario de Fuenlabrada (HUF) durante el brote epidémico (51), desde junio de
2009 hasta junio de 2018.

Con los datos recogidos se realizdé un analisis descriptivo de las caracteristicas
clinicas, métodos diagndsticos y tratamiento de la cohorte. En esta tesis detallamos los
resultados de los pacientes inmunocompetentes. Debemos resefiar que la recogida de
datos ha sido comun con otras dos tesis: la tesis “Estudio del impacto del brote de
leishmaniasis en la cohorte de pacientes VIH del Hospital Universitario de Fuenlabrada
en la poblacién VIH” (Dra. Alicia Castro), leida el martes 20 de diciembre de 2016,
obteniendo la calificacion “cum laude” en la URJC (55), centrada en los pacientes VIH;
y la tesis “Impacto de un brote de leishmaniasis en poblacién inmunosuprimida no
VIH” (Dra. Belén Matia), recientemente defendida a la finalizacion de esta obra, y
centrada en los pacientes en terapias bioldgicas, por lo que algunos aspectos del
material y métodos y los resultados comparativos entre grupos pueden ser

compartidos.

Biomarcadores

Estudio observacional de casos-control para comparar la respuesta de dos

biomarcadores de exposicion a Leishmania infantum en las diferentes formas clinicas
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de leishmaniasis (cutanea, visceral, mucosa y ganglionar) en pacientes enfermos y
curados. Los biomarcadores son el indice de estimulacion tras linfoproliferacion frente
a la estimulacion con antigeno soluble de Leishmania (SLA-CPA) y los niveles de IFN-
gamma tras linfoproliferacién frente a la estimulacion con antigeno soluble de
Leishmania. Este estudio se presenta en esta tesis para caracterizar la respuesta

inmunoldgica a LLL.

Poblacion de Fuenlabrada

El Hospital Universitario de Fuenlabrada (HUF) se inaugurdé en 2004 y es el
Unico hospital publico de referencia para el area sanitaria 9 de la Comunidad de
Madrid. Atiende a una poblacién de 221.986 habitantes, repartidos entre las
localidades de Fuenlabrada, Humanes de Madrid y Moraleja de Enmedio (56). Es un
hospital comunitario de 400 camas, y ligado a la Universidad Rey Juan Carlos. Dispone
de una amplia cartera de servicios, con la excepciéon de algunas especialidades
quirdrgicas complejas como Neurocirugia, Cirugia Cardiaca o Cirugia Plastica.

El hospital esta situado en la localidad de Fuenlabrada, al suroeste de Madrid.
En los ultimos afnos la ciudad de Fuenlabrada ha presentado un significativo aumento
de poblacién, desde los 18.442 habitantes de 1975, hasta alcanzar los 200.000 a dia de
hoy (57). Es una poblacidn joven (40% menores de 20 afios), y cuenta con 29.758
inmigrantes censados (13% de la poblacidn), que proceden mayoritariamente de
Rumania (20.3%), Marruecos (15.75%), Nigeria (8.45%), China (6.35%), Colombia

(5.68%), Ecuador (5.68%) y Guinea Ecuatorial (4.43%) (57).
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Muestra

Para el analisis descriptivo se incluyeron todos los pacientes de la cohorte:
leishmaniasis visceral adultos atendidos en el servicio de Medicina Interna del Hospital
Universitario de Fuenlabrada durante el brote desde junio de 2009 hasta junio de
2018.

Se excluyeron, por tanto, los pacientes pediatricos (menores de 14 afios) y
también los pacientes receptores de drgano sdlido residentes en Fuenlabrada, cuyo
centro de referencia es el Hospital Doce de Octubre de Madrid. A fecha 1 de Octubre
de 2018 tenemos constancia de 38 casos pediatricos y 8 en pacientes trasplantados

(datos del servicio de Medicina Preventiva del HUF).

Biomarcadores

Del total de la cohorte se reclutaron 141 casos de pacientes diagnosticados de
leishmaniasis para extraccién de muestras para estudio de biomarcadores. La recogida
de muestras se realizd entre enero de 2013 y junio de 2015. Se incluyeron todos los
pacientes diagnosticados en este periodo, recogidos de forma consecutiva y que
consintieron en participar en el estudio, bien en el momento del diagndstico de
diferentes formas de leishmaniasis activa, bien a los 3 meses del fin de tratamiento
para las muestras representativas de pacientes curados. Los pacientes firmaron un
consentimiento informado revisado por el Comité de Etica del HUF que aprobd el
disefio del estudio (Apéndices 1y 2).

Se obtuvieron muestras de un total de 68 pacientes con leishmaniasis activa

(enfermos): 33 con leishmaniasis visceral (LV), 27 con leishmaniasis cutanea (LC), 6 con

45



leishmaniasis ganglionar (LLL) y 2 con leishmaniasis mucosa (LM); y de 126 pacientes
tras tratamiento (curados); 61 con LV, 41 con LC, 21 con LLLYy 3 con LM.
Se presentan en esta tesis los resultados relativos a LLL por su interés

prondstico.

Definiciones

Caso de leishmaniasis visceral (LV)(3): Al menos uno de estos:

o Paciente con clinica compatible (fundamentalmente fiebre prolongada e
intermitente, pérdida de peso y esplenomegalia) con confirmacién
seroldgica y/o parasitoldgica.

o Paciente VIH en el que se detecta Leishmania spp en la histologia o en el
cultivo de una muestra de higado, médula désea, ganglio linfatico o bazo.

Caso de leishmaniasis localizada linfadenopatica o leishmaniasis ganglionar (LLL)(41):

o Paciente con adenopatias (ganglios > 1 cm en regidn laterocervical o axilar;
o > 2 c¢cm en regidén inguinal) como Unica manifestacion clinica en el
momento del diagndstico, con confirmacién parasitoldgica en la citologia de
la puncion-aspiraciéon con aguja fina (PAAF) del ganglio linfatico.

Respuesta al tratamiento(3):

o Respuesta inicial: Mejoria clinica al final del tratamiento.
o Respuesta definitiva (paciente curado): Ausencia de clinica 6 meses tras
finalizar el tratamiento.

Sindrome hemofagocitico é Linfohistiocitosis Hemofagocitica (HLH): Los criterios

diagndsticos fueron re-definidos en 2004 por el Hemophagocytic Lymphohistiocytosis

Study Group (47) y se reflejan en la Tabla 2.
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1. Familial disease/known genetic defect or
2. Clinical and laboratary criteria (5/8 criteria should be fulfilled)
Fever
Splenomegaly
Cytopenia = 2 cell lines
Hemoglobin < 90 g/L (below 4 weeks of age, < 100 g/L)
Platelets < 100 x 10°/L
Meutrophils < 1 > 109/L
Hypertriglyceridemia and/or hypofibrinogenemia
Fasting triglycerides = 3 mmol/L
Fibrinogen < 1.5 g/L
Ferritin = 500 pgfL*
sCD 25 = 2400 U/mL
Decreased or absent MK cell activity
Hemophagocytosis in BM, CSF, or lymph nodes

Supportive evidence is cerebral symptoms with moderate pleacytosis andfor al-
evated protein, elevated fransaminases, bilirubin, and lactate dehydrogenase. sCD
inchicates soluble interleukin-2 receptor.

*A higher cutoff of 3000 pafl has been suggested as being more specific. !

Tabla 2. Criterios diagnédsticos del Sindrome Hemofagocitico o HLH (47)

Variables

Datos epidemioldgicos:

Edad, género, pais de origen, raza, tiempo transcurrido desde el comienzo de
los sintomas hasta el diagndstico, estatus inmunoldgico (todo paciente con VIH,
cancer, cirrosis hepatica, en tratamiento con esteroides o inmunosupresores se
considerd paciente inmunodeprimido).

Variables clinicas:

Fiebre, otros sintomas al diagndstico, esplenomegalia al examen fisico o por
ultrasonografia/TAC (> 13 cm de diametro cefalocaudal), adenopatias (> 1 cm en
region laterocervical o axilar; o > 2 cm en regidn inguinal) y su localizacion, anemia

(hemoglobina < 12 mg/dl), leucopenia (< 4.000 leucocitos/mm?3), trombocitopenia (<
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150.000 plaquetas/mm?3), reactantes de fase aguda (proteina C reactiva -PCR-,
velocidad de sedimentacion globular -VSG-, ferritina) e hipergammaglobulinemia,.

Variables de diagndstico:

Realizaciéon o no de la prueba y resultado en su caso de: aspirado de médula
Osea, serologia, cultivo NNN y reaccion en cadena de polimerasa (PCR) para
determinacién de DNA de Leishmania. En cuanto a la serologia consistié en test rapido
inmunocromatografico basado en el antigeno rk39 (rk39-ICT), inmunofluorescencia
indirecta (IFI) y/o test de ELISA.

Variables de tratamiento y evolucion:

Tipo de farmaco empleado, dosis, efectos adversos, respuesta inicial y

respuesta definitiva.

Test realizados para diagnostico de leishmaniasis durante el brote

Aspirado de médula dsea:

La médula es extraida por especialistas de Hematologia Clinica y el aspirado
revisado el mismo dia de su extraccion por un hematdlogo especializado del servicio
de Analisis Clinicos, que realiza un recuento diferencial de 200 a 400 células nucleadas

de médula dsea tefiidas con tincidn de Wright.

Serologia test rapido inmunocromatografico (rK39-1CT):

Se trata de unos dipsticks colorimétricos que detectan anticuerpos frente al
antigeno rk39, especifico de Leishmania (SD Leishmania Ab; Standard Diagnostics,
INC., Yongin-si, Gyeonggi-do, Korea), y fueron realizados segun las instrucciones del

fabricante. Los resultados estdn disponibles en menos de una hora. Se introdujo en
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nuestro laboratorio a raiz de la deteccién del brote y estd disponible en nuestro

hospital desde abril de 2011.

Serologia ELISA

Se detectan con el método ELISA (enzyme linked immunosorbent assay)
anticuerpos totales frente a Leishmania (leishmania ELISA 1gG + IgM; Vircell
Microbiologists, Granada, Espana). Esta técnica también se considera equivalente al
IFl, se adquirié en nuestro centro a raiz de la deteccion del brote y esta disponible en

nuestro hospital desde abril de 2011.

Serologia Inmunofluorescencia Indirecta (IFl):

Se considera la serologia gold-standard clasica para leishmaniasis. Antes de
abril de 2001 las muestras para serologia de Leishmania se derivaron al Servicio de
Microbiologia del Hospital Universitario Severo Ochoa de Leganés para realizacion de
IFI. Se consideraron positivos titulos de 1:80 (Leishmania Indirect Immunofluorescence

Antibody Test; Vircell Microbiologists, Granada, Espafia).

Cultivo de Leishmania:

Las muestras para cultivo (médula dsea) se derivan de forma sistematica al
Centro Nacional de Microbiologia del ISCIll (Majadahonda, Madrid). Se siguid la técnica
habitual inoculando las muestras de médula ésea en un medio Novy-McNeal-Nicolle
(NNN). Todos los cultivos se incubaron a temperatura ambiente (22°C to 25°C) y se

examinaron cada semana durante 6 semanas.
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Determinacion de DNA de Leishmania por PCR (polimerase chain reaction):

Las muestras para PCR (sangre y médula ésea) se derivan de forma sistematica
al Centro Nacional de Microbiologia del ISCIll (Majadahonda, Madrid). El método fue el
mismo empleado para la determinacion de biomarcadores que se describe en

profundidad mas adelante.

Test realizados para estudio de biomarcadores

A todos los pacientes incluidos en el estudio se les realizaron los siguientes test
para comparar los resultados antes y después de tratamiento:
e Serologia test rapido inmunocromatografico (rk39-ICT)
e Serologia IFI
e Determinacion de DNA de Leishmania por PCR
e indice de estimulacién tras linfoproliferacién frente a la estimulacién con
antigeno soluble de Leishmania (SLA-CPA)
e |IFN-gamma tras linfoproliferacion frente a la estimulacion con antigeno soluble
de Leishmania.
Los test para este estudio fueron realizados en su totalidad en la Unidad de
Leishmaniasis y Chagas del Centro Nacional de Microbiologia del ISCIIl (Majadahonda,
Madrid), dirigido por el Dr. Javier Moreno y se utilizaron Unicamente para el disefio de

este estudio, sin fines diagndsticos. Se describen a continuacidn los test realizados:

Serologia test rapido inmunocromatografico (rk39-ICT):

Se utilizd el dipstick Kalazar Detect Rapid Test 129 (InBIOS International,

Seattle, WA) siguiendo las instrucciones del fabricante.
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Determinacion de DNA de Leishmania por PCR (polimerase chain reaction):

Se obtuvo el DNA gendmico a partir de 100 pL de sangre periférica usando el
QlAamp DNA Mini Kit (Qiagen, Germany) siguiendo las instrucciones del fabricante. Se
hizo un eluido en un volumen final de 200 uL de PCR-grade water. Los extractos se
almacenan a 4 °C (maximo 3 dias). Para detectar DNA de Leishmania se us6 una nested
PCR (LnPCR), siendo la diana una subunidad del ribosoma (Small Subunit Ribosomal
ribonucleic acid gene, SSU-rRNA (18S RNA). Se amplifica en un primer paso usando
cebadores R221 and R332 (58); la PCR resultante se testé con una posterior

amplificacion con cebadores R233 and R333, siguiendo el método Cruz et al (59).

Serologia Inmunofluorescencia indirecta (IF1):

Los analisis se realizaron con las muestras de plasma utilizdndose una
suspension de 2 x 10° promastigotes de L. infantum (MHOM/FR/1978/LEM-75) fijados
en un portaobjetos mediante acetona. En cada portaobjetos se incluyd un control
negativo y positivo. Tras una incubacién de 30 minutos en una camara hiumeda a 37°C,
se realizaron tres lavados con PBS a temperatura ambiente mediante agitacion ligeray
posteriormente se procedid a realizar diluciones desde 1/20 hasta 1/640 para
determinar los niveles totales de IgG. Los niveles de IgG se determinaron afiadiendo
IgG antihumana de cabra conjugada con isotiocianato de fluoresceina (Fluoline G) (Bio-
Mérieux, France) diluido a 1/200, estimandose la prueba como positiva cuando la

muestra presenté un titulo de anticuerpos superior a 1/80.
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Test de proliferacion celular frente a antigeno soluble de Leishmania (SLA-cell

proliferation assay; SLA-CPA)

Primero debe prepararse el antigeno soluble de L. infantum, que se obtiene de
una fase estacionaria de cultivos de promastigotes (JPC strain, MCAN/ES/98/LLM-722)
segun la técnica descrita por el grupo del Dr Moreno (27). Por otro lado, se aislan los
linfocitos (PBMC) del paciente centrifugando con la técnica Ficoll-Hypaque (Rafer,
Spain). Las células aisladas se cultivan en RPMI 1640 suplementado con 10% suero
bovino fetal heat-inactivated, 100 IU/ml penicilina, 100ug/ml estreptomicina, 2mM L-
glutamina, 50uM 2-mercaptoetanol, y 1mM piruvato sédico. Se inoculan en 96 pocillos
y se conservan con RPMI 1640 sélo (controles) o se les afiade el antigeno soluble de
Leishmania (SLA) (10ug/ml). Se conservan todos ellos en una atmédsfera 5% CO2
humidificada a 37°C durante 5 dias. Se mide la proliferacién celular con el kit Cell
Proliferation Biotrak ELISA Kit (General Electric Healthcare Life Sciences, UK). Los
resultados se muestran como un indice de estimulacién (SI) que resulta de dividir la

proliferacién de los linfocitos estimulados con SLA (SLA-CPA) frente al control.

Cuantificacion citométrica de interferon gamma (IFN-y)

Se midid la produccién de IFN-y en 50 pl del sobrenadante obtenido de los
cultivos de proliferacion referidos previamente, estimulados con SLA (SLA-CPA) o los
controles de linfocitos no estimulados (control PBMC), usando el set comercial BD
Cytometric Bead Array Human Flex Set (Beckton Dickinson Biosciences, New Jersey,
USA). Los sobrenadantes se recogieron y se almacenaron a -20°C para el andlisis
posterior de citoquinas. Se recogieron los datos usando un citometro de flujo

FACSCalibur y analizados con Flow Cytometric Analysis Program Array (Beckton
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Dickinson Biosciences, New Jersey, USA). Los niveles de IFN-y se presentaron como la

diferencia de concentracion, en pg/mL, entre los SLA-CPA y los controles.

Analisis estadistico

El andlisis estadistico se realizd con el programa de Windows SPSS 20.0. Las
variables cualitativas se caracterizaron mediante la distribucién de sus frecuencias
absolutas y relativas. Las variables cuantitativas se han ofrecido a través de su media o
mediana + desviacién estandar (DE), rango o intervalo de confianza del 95%.

Se compararon las variables categéricas en términos de forma visceral (LV)
frente a ganglionar (LLL), de inmunocompetentes (IC) frente a inmunodeprimidos (ID)
y de pacientes antes y después del brote. Para ello se utilizd para las variables
categoéricas el test Chi cuadrado o el test de Fisher si el nUmero de episodios esperados
en algun apartado era menor de 5, el test t de Student para las variables cuantitativas
paramétricas y el Mann—Whitney U-test para las variables cuantitativas no
paramétricas.

Se llevd a cabo un analisis multivariante mediante regresion logistica para
determinar la asociacion con fracaso o recidiva tras tratamiento de la LV en los
pacientes inmunocompetentes, controlando a su vez el efecto de posibles factores de
confusion.

Se fijo un valor de P <0.05 como nivel de significacion estadistica.

Biomarcadores:

Se definieron los cut-offs para la linfoproliferacion (CPA) en funcion del area

bajo la curva ROC, con intervalos de confianza al 95%. Los valores para las variables
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antes y después de tratamiento se compararon con el Mann—Whitney U-test,

considerando significativa una p < 0.05.
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OBJETIVO 1: DESCRIPCION CLINICA DEL BROTE

1.1. DESCRIPCION GLOBAL

1.1.1. Formas clinicas y distribucion por ainos

Desde el inicio oficial del brote epidémico en 2009 hemos atendido a 141
pacientes adultos con leishmaniasis no cutanea. La mayoria de ellos se presentaron
como una leishmaniasis visceral tipica (LV) (110 pacientes, 78%). Unicamente 3
pacientes (2.1%) presentaron una leishmaniasis mucosa (LM), y el resto (28 pacientes,
19.9%) se presentaron clinicamente como una leishmaniasis ganglionar (LLL).

En la Figura 5 se muestra la distribucién de pacientes atendidos y
diagnosticados por afio desde el inicio del brote (contando cada afio desde el 1 de

junio hasta el 31 de mayo del afo siguiente).
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Fig. 5. Pacientes con leishmaniasis no cutanea atendidos en el Hospital Universitario de Fuenlabrada
desde el inicio del brote epidémico.
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1.1.2. Caracteristicas epidemioldgicas

El 68.1% (96 pacientes) fueron hombres, con una media de 45,6 afos
(desviacion tipica 15.858, rango 15-95). La Figura 6 refleja la distribucion de edades de

los pacientes.

Edad

Media = 45,62
Deswviacién tipica = 15,858
N =141

Frecuencia

Edad

Fig. 6. Distribucion de los pacientes atendidos con leishmaniasis en funcion de su edad.

La mayoria de los pacientes atendidos (77, 54.6%) son de nacionalidad
espafiola. Los 64 pacientes no nacidos en Espafia se reparten entre 48 pacientes
originarios del Africa subsahariana (34%), 6 pacientes de Europa del Este (4.3%), 6 de
Sudamérica y Centroamérica (4.3%) y 4 pacientes de origen asiatico. La distribucion de
paises de origen podemos observarla en la Figura 7, donde podemos ver que la
mayoria de los pacientes son de Guinea Ecuatorial y Nigeria. Todos los pacientes

inmigrantes llevaban residiendo mdas de 6 meses en Espafia.
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Fig. 7. Pacientes extranjeros atendidos segun su pais de origen.

1.1.3. Status inmunolédgico

De los 141 pacientes atendidos desde el inicio del brote epidémico, la mayoria
(103, 73%) fueron inmunocompetentes. Hubo 38 pacientes (27%) inmunodeprimidos,
de los que 11 pacientes (7.8%) eran VIH, 19 pacientes (13.5%) se encontraban en
tratamiento con algun tipo de inmunosupresor de la inmunidad celular (esteroides,
metotrexate o farmacos bioldgicos), 5 pacientes (3.5%) presentaban una cirrosis

hepatica y 3 pacientes (2.1%) tenian algun tipo de neoplasia maligna activa.

W@ No inmunodepresion

DE;te[oid es, MTX o
bioldgicos

EviH

W Cirrosis

O cancer

Flg. 8. Distribucion de los pacientes segun su estatus inmunoldgico y tipo de inmunodepresion.
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Las principales caracteristicas epidemioldgicas y clinicas de todos los pacientes,

en funcién de su estatus inmunoldgico, aparecen reflejadas en la Tabla 3:

Tabla 3. Caracteristicas clinicas de todos los pacientes atendidos en funcién de su estatus inmunoldgico.

IC (103) ID (38) TOTAL (141) P
Varones (n,%) 68 (66%) 28 (73.7%) 96 (68.1%) 0.386
Edad (media) 43.57 51.18 45.62 0.011
Inmigrantes (n,%) 54 (52.4%) 10 (26.3%) 64 (45.4%) 0.006
Africa subsahariana (n,%) 43 (41.7%) 5(13.2%) 48 (34%) 0.010
Etnia negra (n,%) 47 (45.6%) 6 (15.8%) 53 (37.6%) 0.001
Fiebre (n,%) 73 (70.9%) 32 (84.2%) 105 (74.5%) 0.107
Cefalea (n,%) 28/77 (36.4%) 5(13.2%) 33/115 (28.7%) 0.010
Esplenomegalia clinica 21/102 (20.6%) 14 (36.8%) 35/140 (25%) 0.048
Esplenomegalia radiolégica 67/83 (80.7%) 31/37 (83.8%) 98/120 (81.7%) 0.689
Anemia (Hb<12 mg/dl) (n,%) 66/102 (64.7%) 32 (84.2%) 98/140 (70%) 0.025
Leucopenia (<4000/mm3) (n,%) 68/102 (66.7%) 32 (84.2%) 100/140 (71.4%) 0.041
Trombopenia (<150000/mm3) (n,%) 70/102 (68.6%) 34 (89.5%) 104/140 (74.3%) 0.012
PCR > 2 mg/dI 70/97 (72.2%) 29/37 (77.8%) 99/134 (73.9%) 0.464
Ferritina > 300 ng/mL 68/84 (81%) 24/26 (92.3%) 92/110 (83.6%) 0.232
VSG > 30 mm/h 38/54 (70.4%) 18/20 (90%) 56/74 (75.7%) 0.126

IC: inmunocompetentes, ID: inmunodeprimidos

Las diferencias significativas fueron: una edad media mayor en el grupo de

inmunodeprimidos, una mayor proporcion de pacientes de origen y/o etnia sub-

sahariana y presentaciéon con cefalea entre los inmunocompetentes, y una mayor
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proporcién de pacientes con pancitopenia y esplenomegalia a la exploracién (aunque

radiolégicamente no llegd a ser significativa) entre los inmunodeprimidos.

Sin embargo, se encontraron importantes diferencias en cuanto a las formas de
presentacion. Los 3 pacientes con leishmaniasis mucosa eran inmunodeprimidos,
mientras que los 28 pacientes que presentaron una leishmaniasis ganglionar, eran
todos inmunocompetentes (27.2% del total de IC). Esta diferencia es estadisticamente
significativa (p < 0.001).

Por tanto, para describir las caracteristicas clinicas de los pacientes
inmunocompetentes con leishmaniasis debemos analizar de forma independiente
cada forma de presentacion. Nos centraremos primero en la leishmaniasis visceral
tipica y posteriormente en la leishmaniasis ganglionar, y dejaremos de lado la

leishmaniasis mucosa ya que los tres casos ocurrieron en inmunodeprimidos.
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1.2. LEISHMANIASIS VISCERAL TiPICA (LV). COMPARACION CON LV EN

INMUNODEPRIMIDOS.

1.2.1. Caracteristicas clinicas y epidemioldgicas

Durante el brote han sido atendidos en total 110 pacientes adultos con LV, de

los cuales 75 eran inmunocompetentes (68.2%) y 35 inmunodeprimidos (31.8%). La

comparacion de las caracteristicas clinicas y epidemioldgicas se refleja en la Tabla 4:

Tabla 4. Caracteristicas clinicas de los pacientes con LV (excluidos LLL y LM) en funcidn de su estatus

inmunoldgico.

IC (75) ID (35) TOTAL (110) P
Varones (n,%) 53 (70.7%) 26 (74.3%) 79 (71.8%) 0.694
Edad (media) 43.07 49.91 45.25 0.038
Inmigrantes (n,%) 48 (64%) 10 (28.6%) 58 (52.7%) 0.001
Africa subsahariana (n,%) 40 (53.3%) 5(14.3%) 45 (40.9%) <0.001
Raza negra (n,%) 44 (58.7%) 6 (17.1%) 50 (45.5%) <0.001
Fiebre (n,%) 73 (97.3%) 31 (88.6%) 104 (94.5%) 0.080
Cefalea (n,%) 28/74 (37.8%) 5(14.3%) 33/109 (30.3%) | 0.012
Esplenomegalia clinica 20/74 (27%) 14/35 (40%) 34/109 (31.2%) 0.172
Esplenomegalia radiolégica 66/70 (94.3%) 31/34 (91.2%) 97/104 (93.3%) 0.680
Anemia (Hb<12 mg/dl) (n,%) 64/74 (86.5%) 31 (88.6%) 95/109 (87.2%) 0.761
Leucopenia (<4000/mm3) (n,%) 66/74 (89.2%) 32 (91.4%) 98/109 (89.9%) | 0.717
Trombopenia (<150000/mm3) (n,%) 69/74 (93.2%) 34 (97.1%) 103/109 (94.5%) | 0.662
PCR > 2 mg/dl 69/72 (95.8%) 28/34(82.4%) | 97/106(91.5%) | 0.020
Ferritina > 300 ng/mL 65/68 (95.6%) 24/25 (96%) 89/93 (95.7%) 1.000
VSG > 30 mm/h 36/42 (85.7%) 18/19 (94.7%) 54/61 (88.5%) 0.418
VSG > 60 mm/h 28/42 (66.7%) 10/19 (52.6%) 38/61 (62.3%) 0.295

IC: inmunocompetentes, ID: inmunodeprimidos
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Al excluir las formas ganglionares y mucosas, comprobamos que las diferencias
entre inmunocompetentes e inmunodeprimidos varian en algunos aspectos. Seguimos
encontrando una edad media mayor en el grupo de inmunodeprimidos; y una mayor
proporcién de pacientes de origen sub-sahariano (aunque de forma si cabe mas
evidente que antes) y presentacion con cefalea entre los inmunocompetentes. Sin
embargo, desaparecen las diferencias respecto a la pancitopenia y la esplenomegalia,
pero aparece una cifra de PCR mayor en los inmunocompetentes.

También observamos un predominio de la ausencia de fiebre entre los
pacientes inmunodeprimidos. Asi, solo 2 pacientes inmunocompetentes se
presentaron sin fiebre: una mujer de 64 afios de raza negra y originaria de Guinea
Ecuatorial que consultd por disnea y dolor abdominal y presentaba pancitopenia en el
estudio, y un hombre de 42 anos de raza blanca y nacido en Espafia, asintomatico, que
fue diagnosticado durante un estudio por trombopenia y leucopenia. Por otro lado, de
los 4 pacientes inmunodeprimidos que se presentaron sin fiebre, 3 eran VIH y uno se

encontraba en tratamiento inmunosupresor.

Los pacientes han referido una gran variedad de sintomas, resumidos en el

siguiente grafico (Figura 9), sin observarse diferencias significativas entre pacientes

inmunocompetentes e inmunodeprimidos salvo los ya reflejados en la tabla 4:
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Fig. 9. Sintomas referidos por los pacientes con LV, y porcentaje de pacientes que los presentaron.

Finalmente, para evaluar la presencia de desnutricién como factor de riesgo de
leishmaniasis, se recogid el peso de los pacientes antes del inicio del tratamiento. En
toda la muestra el peso medio fue 77.2 kg, mediana 75, des. tipica 18.9, rango 38-131.
No se encontraron diferencias estadisticamente significativas en funcién del estaus
inmunolégico (media de 78.8Kg en inmunocompetentes vs 73.6 Kg en
inmunodeprimidos, p=0.19). Tampoco hubo diferencias entre los pacientes de origen

sub-sahariano (79.5 kg) vs resto (75.4kg), p=0.25.
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1.2.2. Leishmaniasis visceral y adenopatias

Como veremos mas adelante, la forma de presentacién de la leishmaniasis
ganglionar consiste en la presencia de adenopatias en ausencia de otros datos clinicos
tipicos de leishmaniasis visceral. Sin embargo, hemos encontrado 3 pacientes con LV
tipica en los que se han objetivado adenopatias durante la evolucién de su
enfermedad:

Un vardén de 36 anos de origen nigeriano se presentd con fiebre, anemia y
trombopenia, y en el estudio se objetivaron adenopatias submandibulares, inguinales,
axilares y retroperitoneales. El estudio anatomopatoldgico del ganglio fue compatible
con VIH sin objetivarse leishmania. Aparentemente el diagndstico de leishmaniasis
visceral coincidié con una probable primoinfeccién por VIH.

Un vardn de 47 aios de origen espaiiol, VIH positivo, que consultd por astenia,
tos y expectoracion (pero sin fiebre) presentaba adenopatias laterocervicales, axilares
e inguinales bilaterales, ademas de pancitopenia y esplenomegalia. No se llegd a
realizar PAAF de ninguna adenopatia.

Una mujer de 44 afios de origen espanol que se encontraba en tratamiento
inmunosupresor, se presentd con fiebre y cuadro constitucional, con pancitopenia,
ademas de una adenopatia submandibular izquierda (sin objetivarse otras en el TC
body que se le realizd, que si objetivd esplenomegalia). La PAAF de la adenopatia se
informé como linfadenitis reactiva.

Entre los pacientes inmunocompetentes con LV tipica no se observaron

adenopatias en ningun caso.
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1.2.3. Leishmaniasis visceral y sindrome hemofagocitico

Pudimos evaluar 6 de los 8 criterios descritos de sindrome hemofagocitico, o su
denominaciéon actual como linfohistiocitosis hemofagocitica (HLH), al no disponer de
las técnicas de determinacion de la ausencia de actividad NK ni el CD25 soluble.

Se presentan en la Tabla 5 la proporcion de pacientes que cumplen el resto de

criterios.

Tabla 5. Presencia de criterios HLH* entre los pacientes con LV, en funcidn de su estatus inmunoldgico.

IC (75) ID (35) TOTAL (110) P
Fiebre (n,%) 73 (97.3%) 31 (88.6%) 104 (94.5%) 0.080
Esplenomegalia 66/70 (94.3%) | 31/34(91.2%) | 97/104(93.3%) | 0.680
Citopenias (al menos 2 lineas) 69/74 (93.2%) 33 (94.3%) 102/109 (93.6%) 1.000
Hipertrigliceridemia(>265 mg/dl) 16/71 (22.5%) 7 (20%) 23/106 (21.7%) 0.766
Hemofagocitosis en médula ésea 35/68 (51.5%) 17/33 (51.5%) 52/101 (51.5%) 0.997
Ferritina > 500 pg/L 61/71 (85.9%) 28/32 (87.5%) 89/103 (86.4%) 0.828

IC: inmunocompetentes, ID: inmunodeprimidos
*No se incluyen la determinacion de CD25 soluble, ni la ausencia o disminucion de la actividad NK.

Se puede destacar la alta proporcion de pacientes que cumplen alguno de los
criterios: mas del 90% fiebre, esplenomegalia y al menos dos citopenias, mas del 85%
ferritina elevada y algo mas del 50% hemofagocitosis en médula dsea.

En particular, las cifras absolutas de ferritina fueron muy elevadas, sobre todo
en los pacientes inmunocompetentes, como puede comprobarse en las Figuras 10 y
11. Aunque las diferencias tampoco llegaron a ser estadisticamente significativas, si
podemos comprobar cémo los valores medios de ferritina fueron superiores a los de

los inmunodeprimidos, sobre todo a costa de los pacientes VIH (Figura 11).
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Ferritina > 300 97%
Ferritina > 1000 76%

Fig. 10. Valores de ferritina (ug/L) de todos los pacientes inmunocompetentes con LV.
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Fig.11. Valores medios de ferritina (ug/L) segun estatus inmunoldgico y tipo de inmunodepresidn.



En la Tabla 6 se presenta la proporcion de pacientes en funciéon del nimero de

criterios de sindrome hemofagocitico que cumplen:

Tabla 6. Pacientes con LV segln el nimero de criterios de HLH* que cumplen, en funcién de su estatus
inmunoldgico.

IC (75) ID (35) TOTAL (110) P
0 criterios (n,%) 0 0 0 NA
1 criterio (n,%) 2 (2.7%) 0 2 (1.8%) NA
2 criterios (n,%) 4 (5.3%) 2 (5.7%) 6 (5.5%) NS
3 criterios (n, %) 15 (20.0%) 9 (25.7%) 23 (21.8%) NS
4 criterios (n,%) 27 (36.0%) 9 (25.0%) 36 (32.7%) NS
5 o0 mas criterios (HLH) (n,%) 27 (36.0%) 15 (42.8%) 42 (38.2%) NS

IC: inmunocompetentes, ID: inmunodeprimidos
NA: No aplicable (casillas con 0 casos), NS: no significativa
*No se incluyen la determinacidn de CD25 soluble, ni la ausencia o disminucidn de la actividad NK.

Podemos destacar que la presencia de sindrome hemofagocitico no depende
del status inmunolégico y que fue del 36% en inmunocompetentes y del 42.8% en

inmunodeprimidos.

Como limitaciones debemos sefialar que en 13 pacientes (11.8%) no se
pudieron recoger datos mas que de 5 de los 6 criterios analizados, en 3 pacientes
(2.7%) sélo 4 criterios, y en otros dos pacientes 2 o menos (1.8%). Por tanto, en 18
pacientes (16.4%) hay al menos 3 de los 8 criterios totales que no se pudieron

constatar al no disponer de datos.
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Debido a la alta proporcidn de pacientes con LV de raza negra, estudiamos la

presencia de sindrome hemofagocitico en funciéon de esta variable, los resultados se

muestran en la Tabla 7.

Tabla 7. Pacientes con LV que cumplen los criterios de HLH*, en funcidn de si son de raza negra o no.

Raza negra (50) Otros (60) TOTAL (110) P
0 criterios (n,%) 0 0 0 NA
1 criterio (n,%) 1(2.0%) 1(1.7%) 2 (1.8%) NS
2 criterios (n,%) 3(2.7%) 3(2.7%) 6 (5.5%) NS
3 criterios (n,%) 13 (26.0%) 11 (18.3%) 23 (21.8%) NS
4 criterios (n,%) 19 (38%) 17 (28.3%) 36 (32.7%) NS
5 0 mas criterios (HLH) (n,%) 14 (28.0%) 28 (46.7%) 42 (38.2%) 0.131

NA: No aplicable (casillas con 0 casos), NS: no significativa

*No se incluyen la determinacion de CD25 soluble, ni la ausencia o disminucidn de la actividad NK.

Respecto a cada uno de los criterios, la Unica diferencia relevante fue que 19 de

44 (43.2%) pacientes de raza negra presentaban hemofagocitosis en médula dsea,

frente a 33 de 57 (56.4%) del resto (p=0.103).
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1.2.4. Leishmaniasis visceral y autoinmunidad

Por la forma de presentacién clinica, en muchos casos se sospechd la presencia
de una enfermedad autoinmune y se solicitdé estudio inmunolégico. Mostramos en la
Tabla 8 la proporcién de pacientes que presentaron hipergammaglobulinemia y

positividad para auto-anticuerpos o serologias diferentes a Leishmania.

Tabla 8. Pacientes con LV que presentaron positividad para otros estudios de inmunidad, en funcién de
su estatus inmunolégico.

IC (75) ID (35) TOTAL (110) )

Hipergammaglobulinemia (n*,%) 31/46 (67.4%) 14/18 (77.8%) 45/64 (70.3%) 0.309

ANAs (n*,%) 11/39 (28.2%) 7/23 (30.4%) 18/62 (29.0%) 0.537

Otras serologias infecciosas (n*,%) | 22/52 (42.3%) 9/19 (47.4%) 31/71 (43.7%) 0.454

IC: inmunocompetentes, ID: inmunodeprimidos.
* nimero de pacientes con resultado positivo/nimero de pacientes con test realizado.

Debemos destacar que hasta el 30% de los pacientes presentaron ANAs
positivos, y un 44% presentaron serologias positivas para otras infecciones: Borrelia
burgdorferi 11, Coxiella burnetti 10, Parvovirus 6, Mycoplasma 4, Chlamydophila 4,

Rickettsia 4, RPR 2.
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1.2.5. Diagndstico

Los resultados de las pruebas diagndsticas, tanto serolégicas como

parasitoldgicas, realizadas a los pacientes con LV tipica se muestran en la Tabla 9:

Tabla 9. Pruebas diagndsticas realizadas a los pacientes con LV en funcion del estatus inmunoldgico.

IC (75) ID (35) TOTAL (110) P
rk39-1CT* 25/57 (43.9%) | 13/27 (48.1%) | 38/84 (45.2%) 0.712
ELISA/IFI* 69/73 (94.5%) | 35 (100%) 104/108 (96.3%) | 0.302

Microscopia éptica* (médula ésea) 28/70 (40%) 17/34 (50%) 45/104 (43,3%) 0.334

Cultivo* (médula ésea) 5/25 (20%) 7/12 (58.3%) 12/37 (32.4%) 0.029
PCR* (médula ésea) 59/65 (90.8%) | 33/34(97.1%) | 92/99 (92.9%) 0.417
PCR* (sangre) 19/22 (86.4%) | 13/15(86.7%) | 32/37 (86.5%) 1.000

IC: inmunocompetentes, ID: inmunodeprimidos.
* Numero pacientes con resultado positivo/nimero de pacientes con test realizado (%)

No hubo diferencias en funcién del status inmunoldgico, salvo en la
rentabilidad del cultivo que fue superior en los pacientes inmunodeprimidos.

Respecto a los pacientes inmunocompetentes, la prueba serolégica rapida fue
positiva en el 44% de los casos, mientras la serologia standard llegé al 95%. Solo se
visualizaron pardsitos de Leishmania en médula ésea en el 40%. La prueba gold-
standard resulto la PCR, que fue positiva en el 86% de los pacientes en sangre y 91% en

médula dsea.

Sobre la rentabilidad de las pruebas seroldgicas, encontramos 14 pacientes con
sospecha clinica inicial de leishmaniasis donde la serologia fue positiva sin que se

pudiera confirmar posteriormente el diagndstico, descartandose finalmente la
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leishmaniasis (Tabla 10), y siendo considerados falsos positivos de la serologia. 4 de
ellos eran pacientes con enfermedades autoinmunes de base, y en 2 casos se confirmé

el diagndstico de fiebre Q.

Tabla 10. Falsos positivos de la serologia.

Falsos positivos IC ID Total
rk39-ICT* 1/74 (99%) 0/24 (100%) 1/98 (99%)
ELISA/IFI* 11/93(88%) 2/29 (93%) 13/122 (89%)

*nimero de pacientes con resultado falso positivo/nimero de pacientes con resultado verdadero
negativo (entre paréntesis especificidad de la prueba)

1.2.6. Tratamiento y recidivas

De los 110 pacientes con LV atendidos hubo 3 que no recibieron ningun
tratamiento: 2 pacientes inmunocompetentes no acudieron a tratarse y se perdieron
en el seguimiento, y un paciente fallecié por complicaciones de su cirrosis avanzada
antes de poder comenzar el tratamiento.

Del total de 107 pacientes que recibieron tratamiento, 103 se trataron con
anfotericina B liposomal y 4 con anfotericina B complejo lipidico, a las dosis reflejadas

en la Tabla 11:

72



Tabla 11. Dosis y evolucion clinica de los pacientes con LV tipica, en funcién de su status

inmunolégico y tipo de inmunodepresién.

Dosis de Anfotericina B liposomal LV (n=107) Recidivas (n=14, 13.1%)
IC 73 7 (9.6%)
15 mg/kg 2 1 (50%)
18 mg/kg 5 3 (60%)
21 mg/kg 60 ABL + 2 ABCL 3 (4.8%)*
30 mg/kg 3 ABL + 1 ABCL 0
ID 34 7 (20.6%)
VIH 11 3(27.3%)
21 mg/kg 1 1 (100%)
30 mg/kg 4 2 (50%)
40 mg/kg 6 0
TTO IS 16 3 (18.75%)
21 mg/kg 3 ABL + 1 ABCL 1 (25%)**
30 mg/kg 4 1(25%)***
40 mg/kg 8 1(12.5%)
Cirrosis 4 1 (25%)
21 mg/kg 2 0
30 mg/kg 2 1 (50%)***
Neoplasia maligna 3 0 (0%)
21 mg/kg 1 0
30 mg/kg 1 0
40 mg/kg 1 0

IC: Inmunocompetentes. ID: Inmunodeprimidos. ABCL: Anfotericina B complejo lipidico.

* Uno de los pacientes tratado con ABCL.

** El paciente tratado con ABCL fue el Unico caso considerado fracaso a fin de tratamiento.

*** Fallecido durante el retratamiento
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Como se observa en la Tabla 11, todos los pacientes salvo uno se consideraron
clinicamente curados al final del tratamiento, por lo que la respuesta a final de
tratamiento fue del 99%. En el seguimiento posterior se diagnosticaron 13 recidivas
mas, considerando entonces un total de 14 fracasos de tratamiento, y por tanto una
respuesta definitiva a tratamiento del 87%.

Como era previsible, la proporcion de recidivas fue mayor en pacientes
inmunodeprimidos (20.6% en global) que en inmunocompetentes (9.6%). Las
caracteristicas detalladas de los pacientes inmunocompetentes que recidivaron se

presentan en la Tabla 12:

Tabla 12. Caracteristicas de los pacientes IC que recidivaron.

Sexo, edad Pais de Etnia negra Dias hasta Tto Dosis inicial Dosis retratamiento Evolucion tras 6 meses
nacimiento recidiva (mg/kg) (mg/kg) del retratamiento
Varén, 38 Espafia No 270 ABL 15 35 Curado
Varédn, 95 Espafia No 30 ABL 18 30 Curado
Varén, 15 Espafia Si 60 ABL 18 30 Curado
Mujer, 37 Guinea E. Si 115 ABL 18 21 Curado
Mujer, 64 Guinea E. Si 97 ABCL 21 30 (ABL) Curado
Varén, 34 Guinea E. Si 165 ABL 21 20 (ABL + Miltefosina) Curado
Varon, 39 Nigeria Si 71 ABL 21 40 Curado

ABL: Anfotericina B liposomal. ABCL: Anfotericina B complejo lipidico.

1 paciente inmunocompetente y 1 inmunodeprimido recidivaron mas alld de

los 6 meses tras finalizar el tratamiento, todos ellos durante el primer afio.

5 de los 7 pacientes tratados que recidivaron eran originarios o descendientes

de sub-saharianos. Considerando solo los pacientes con LV inmunocompetentes, la
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probabilidad de recidiva en este grupo fue del 5/42 (11.9%) frente a 2/31 (6.5%) del
resto (p=0.359).

Durante el seguimiento del resto de los pacientes inmunocompetentes curados
que no recidivaron, cabe destacar el caso de una mujer de 46 afos, originaria de
Guinea Ecuatorial, que un afio después de resolverse su LV (tratada con 21 mg/kg de
Anfotericina B liposomal) presentd una leishmaniasis cutanea. Este caso no se
considerd una recidiva, sino una reinfeccion por Leishmania, y se resolvid tras
tratamiento con 10mg/kg de ABL.

En el andlisis multivariante para determinar los factores prondsticos
independientes asociados a fracaso o recidiva tras tratamiento de la LV en los
pacientes inmunocompetentes, la Unica variable relacionada con recidiva fue el
tratamiento incorrecto segun las guias clinicas (dosis al menos 21mg/kg), OR 16.9 (2.6-

111), p=0.003.

Variables en la ecuacién

I.C. 95% para EXP(B)

B E.T. ‘Wald ol Sig. Exp(B) Inferior Superior
Paso 1° Dosiscorrecta -2,833 ,965 8,619 1 ,003 L0589 L0089 ,390
Constante ,000 ,B16 L000 1 1,000 1,000

a. Variable(s) introducida(s) en el paso 1: Dosiscorrecta.

Variables que no estan en la ecuacién®

Puntuacion gl Sig.
Paso 1 Wariables 5Sexo ,112 1 737
Edad ,059 1 ,808
Etnia negra 217 1 ,641
Retraso inicio de tto 501 1 479
Ferritina L023 1 L8759
Hemofagocitico 344 1 ,558

a. No se calculan los chi-cuadrado residuales a causa de las
redundancias.
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1.2.7. Tratamiento y efectos adversos

Como efectos adversos relacionados con el tratamiento se objetivé deterioro
de la funcién renal (definido como aumento de creatinina basal mas de 0.5 mg/dl
durante el tratamiento) en 35 pacientes (34%), reversible en todos los casos, y tiritona
y escalofrios en 10 (9.4%), con porcentajes similares tanto en inmunocompetentes
como en inmunodeprimidos.

Para valorar la eficacia y tolerancia de los diferentes tratamientos de la LV
empleados en nuestra muestra se compararon los resultados de todos los pacientes
tratados con anfotericina B liposomal (ABL) y con anfotericina B complejo lipidico
(ABCL), aunque Unicamente 6 de ellos fueron tratados en total con ABCL, incluyendo 2
antes del inicio del brote (como veremos en el apartado siguiente). Solo el 12.3% de
los pacientes con ABL presentaron escalofrios frente al 50% de los tratados con ABCL
(p<0.001). No hubo diferencias en la incidencia de fracaso renal (32.5% con ABL vs 40%
con ABCL, p=0.351). En global, 3 de los 6 pacientes en los que se utiliz6é ABCL

recidivaron.
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1.3. LEISHMANIASIS VISCERAL TIPICA (LV). COMPARACION CON LOS

CASOS ANTERIORES AL BROTE

Desde la apertura del Hospital Universitario de Fuenlabrada en 2004, y hasta el
inicio del brote epidémico, se habian atendido un total de 11 pacientes con
leishmaniasis. Al igual que durante el brote epidémico, la mayoria de los pacientes
(81.8%, 9 pacientes) se presentaron como una LV tipica, y el resto (18.2%, 2 pacientes)
como una LLL. No hubo ninguna LM.

Respecto a la LV tipica, se presentan las caracteristicas epidemioldgicas y su

comparacion con los casos tras el inicio del brote en la Tabla 13.

Hay que subrayar que, del total de pacientes con LV antes del brote, no hubo
ninguno inmunodeprimido por tratamiento inmunosupresor, que durante el brote
suponen el 13.5% del total, y un paciente con neoplasia maligna fue el Unico

inmunodeprimido no VIH.

Es destacable que el tiempo medio desde el comienzo de los sintomas hasta
que se logrd el diagndstico y se inicié el tratamiento se redujo desde una mediana de
49.5 dias (media 77.3, desviacion tipica 75.8, rango 5-240) antes del brote, hasta los 20
dias durante el brote (media 33.6, desviacion tipica 56.5, rango 1-425) (p=0.036). A
este descenso, ademas de la mayor sospecha diagndstica, contribuye sobre todo la
utilizacion del test de diagndstico rdpido rk39-ICT, que comenzé a utilizarse en el
Hospital de Fuenlabrada a mediados de 2011. Lo comprobamos si comparamos el

tiempo de retraso en el diagndstico de todos los pacientes antes de la utilizacion del
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Tabla 13. Caracteristicas epidemioldgicas, clinicas, resultados de laboratorio y pruebas diagndsticas de

todos los pacientes con LV, comparando los casos anteriores con los del brote epidémico.

Antes del brote (9) Brote (110) P
Inmunocompetentes 4 (44.4%) 75 (68.2%) 0.140
Co-infeccion por VIH 4 (44.4%) 11 (10%) 0.015
Varones (n,%) 8 (88.9%) 79 (71.8%) 0.246
Edad (media) 43.6 45.3 0.762
Inmigrantes (n,%) 5 (55.6%) 58 (52.7%) 0.575
Etnia negra (n,%) 3(33.3%) 50 (45.5%) 0.366
Fiebre (n,%) 7 (77.8%) 104 (94.5%) 0.112
Cefalea (n,%) 2 (22.2%) 33/109 (30.3%) 0.467
Esplenomegalia clinica (n,%) 5 (55.6%) 34/109 (31.2%) 0.131
Esplenomegalia radiolégica (n,%) 7 (77.8%) 97/104 (93.3%) 0.151
Anemia (Hb<12 mg/dl) (n,%) 7 (79.8%) 95/109 (87.2%) 0.351
Leucopenia (<4000/mm3) (n,%) 9 (100%) 98/109 (89.9%) 0.401
Trombopenia (<150000/mm3) (n,%) 8 (88.9%) 103/109 (94.5%) 0.481
PCR > 2 mg/dI * 4/7 (57%) 97/106 (91.5%) 0.026
Ferritina > 300 mg/dL * 5/5 (100%) 89/93 (95.7%) 0.808
VSG > 30 mm/h * 7/7 (100%) 54/61 (88.5%) 0.450
VSG > 60 mm/h * 6/7 (85.7%) 38/61 (62.3%) 0.214
Sindrome hemofagocitico (n, %) 1(11.1%) 42 (38.2%) 0.047
ELISA/IFI* 7/7 (100%) 104/108 (96.3%) 0.775
Microscopia éptica* (médula 6sea) 3(33.3%) 45/104 (43,3%) 0.417
Cultivo* (médula dsea) 1/2 (50%) 12/37 (32.4%) 0.561
PCR* (médula ésea) 2/3 (67%) 92/99 (92.9%) 0.219

* nimero pacientes con resultado positivo/nimero de pacientes con test realizado (%)
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test rapido, con una mediana de 30 dias (media 46.1, desviacién tipica 45.8, rango 5-
240) antes del uso del test, hasta una mediana de 17 dias desde el uso del test rapido

(media 32.9, desviacion tipica 62.7, rango 1-425) (p=0.010) (Figura 12).
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Fig. 12. Dias de retraso en el diagndstico (mediana y rango intercuartilico) antes y después de la
utilizacién del test rapido rk-39-ICT.

Respecto al tratamiento, 1 paciente VIH se perdid sin haber recibido ningln
tratamiento. 6 se trataron con anfotericina B liposomal (ABL) y los otros 2 con
anfotericina B complejo lipidico (ABCL). La respuesta a final de tratamiento fue del
100%, aunque posteriormente hubo 3 recidivas (37.5% de los tratados). 2 de ellas
fueron pacientes VIH que recidivaron durante la profilaxis (uno de ellos la habia
abandonado); la otra recidiva fue un paciente inmunocompetente que se habia
tratado con ABCL a una dosis de 15mg/kg, y posteriormente volvié a enfermar tras un

ciclo prolongado de esteroides un afio después de su aparente curacién. Destacar que
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el segundo paciente tratado con ABCL tuvo que suspender el tratamiento por mala
tolerancia, por lo que completd tratamiento con ABL sin incidencias. De los pacientes
tratados con ABL solo uno tuvo que suspender el tratamiento por efectos secundarios
(toxicodermia), siendo sustituido por Pentamidina. La comparativa entre todos los
pacientes tratados con ABL vs ABCL ya ha sido comentada en el apartado anterior

(1.2.7).
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OBJETIVO 2: PRESENTACION  ATIPICA.  LEISHMANIASIS

GANGLIONAR

2.1. LEISHMANIASIS GANGLIONAR (LLL) DURANTE EL BROTE.

COMPARACION CON LEISHMANIASIS VISCERAL TiPICA (LV)

Desde el inicio del brote epidémico en 2009 se han diagnosticado 28 pacientes
que cumplen los criterios de caso de leishmaniasis ganglionar. Si los comparamos con
los 110 pacientes con leishmaniasis visceral tipica observamos varias diferencias. Las
caracteristicas clinicas, epidemioldgicas, resultados de laboratorio, test diagndsticos,

tratamiento inicial y su respuesta aparecen resumidas en la Tabla 14.

Se puede comprobar como existen diferencias significativas en practicamente

todas las variables analizadas.
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Tabla 14. Caracteristicas clinicas, epidemioldgicas, resultados de laboratorio, test diagndsticos,

tratamiento inicial y respuesta de los pacientes comparando LV tipica con LLL.

LV (n=110) LLL (n=28) TOTAL (n=138) P
Varones (n,%) 79 (71.8%) 15 (53.6%) 94 (68.1%) 0.064
Edad (media  DS) 45.25+16.2 4493 +14.2 45.18 + 15.7 0.925
Inmigrantes (n,%) 58 (52.7%) 6 (21.4%) 64 (46.4%) 0.003
Africa subsahariana (n,%) 45 (40.9%) 3 (10.7%) 48 (34.8%) 0.016
Raza negra (n,%) 50 (45.5%) 3 (10.7%) 53 (38.4%) 0.001
Inmunocompetente (n,%) 83 (75.5%) 28 (100%) 111 (80.4%) 0.003
Fiebre (n,%) 104 (94.5%) 0 (0%) 104 (75.4%) <0.001
Esplenomegalia clinica (n,%) 34 (31.2%) 1(3.6%) 35 (25.5%) 0.003
Esplenomegalia radioldgica (n,%) 97/104 (93.3%) 1/13 (7.7%) 98/117 (83.8%) <0.001
Adenopatias (n,%) 3(2.8%) 28 (100%) 31 (22.5%) <0.001
Lesion cutanea (n,%) 0 (0%) 8 (28.6%) 8 (5.8%) <0.001
Anemia (Hb<12 mg/dl) (n,%) 95 (87.2%) 2 (7.1%) 97 (70.8%) <0.001
Leucopenia (<4000/mm3) (n,%) 98 (89.9%) 2 (7.1%) 100 (73%) <0.001
Trombopenia (<150000/mm3) (n,%) 103 (94.5%) 1(3.6%) 104 (75.9%) <0.001
PCR > 2 mg/dL 97/106 (91.5%) 1/25 (4%) 98/131 (74.8%) <0.001
PCR > 10 mg/dL 55/106 (51.9%) 0/25 (0%) 55/131 (42%) <0.001
Ferritina > 300 mg/dL 89/93 (95.7%) 3/16 (14.7%) 92/109 (84.4%) <0.001
Ferritina > 1000 mg/dL 68/93 (73.1%) 0/16 (0%) 68/109 (62.4%) <0.001
VSG >30 mm/h 54/61 (88.5%) 2/12 (16.7%) 56/73 (76.7%) <0.001
VSG > 60 mm/h 38/61 (62.3%) 0/12 (0%) 38/73 (52.1%) <0.001
Test rk39-ICT 38/84 (45.2%) 3/10 (30%) 41/94 (43.6%) 0.358
ELISA/IFI 104/108 (96.3%) 14/22 (63.6%) 118/130 (90.8%) | <0.001
Tto inicial (Anfo B Liposomal) 103 (93.6%) 26 (92.9%) 129 (93.5%) 0.329
Ef.22: Tiritona 10/106 (9.4%) 7/26 (26,9%) 17/132 0.033
Ef.22: FRA 35/103 (34%) 6/23 (26.1%) 41/126 (32.5%) 0.465
Dosis correcta guias 96/106 (90.6%) 8/27 (29.6%) 104/133 (78.2%) <0.001
Fracaso o recidiva 14/107 (13.1%) 1(3.6%) 15/135 (11.1%) 0.195

NUmero pacientes con resultado positivo/nimero de pacientes con prueba realizada o dato recogido

(%)
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2.2. LEISHMANIASIS GANGLIONAR (LLL). DESCRIPCION

2.2.1 Distribucidn por aios

Desde la apertura del Hospital de Fuenlabrada en 2004 y antes de la
declaracion del brote, se habian presentado 2 casos de LLL. Por tanto, hasta la fecha se
han atendido 30 pacientes incluyendo los 28 del brote epidémico, sin haberse
encontrado diferencias clinicas estadisticamente significativas entre los pacientes
atendidos antes y durante el brote. Por lo tanto, dicha descripcién en cuanto a sus
caracteristicas clinicas generales no difiere de la que puede observarse en la Tabla 14.

En la Figura 13 se muestra el afio de diagndstico de todos los casos de LLL.

Pacientes con LLL atendidos desde la apertura del H.U.
Fuenlabrada

L%y ]

.

w

o]

=

D I i B

2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015 2016 2017
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Fig. 13. Pacientes con LLL atendidos por afio de diagndstico.
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2.2.2 Caracteristicas clinicas de la leishmaniasis ganglionar

Se presentan en la Tabla 14 (ver apartado 2.1).
Entrando en mas detalle, la edad de los pacientes estd comprendida entre los

21y los 72 afios, con la siguiente distribucién por décadas:

Edad cualita

12

Frecuencia

T T T T T T
menor de 30 31-40 41-50 51-60 61-70 mas de 70

Edad cualita

Fig. 14. Pacientes con LLL en funcién de su grupo de edad.

El 80% de los pacientes (24) son de nacionalidad espafiola, el resto se dividen
en: 2 pacientes procedentes de Nigeria (6.7%); otros 2 de Rumania (6.7%); uno de
Guinea Ecuatorial (3.3%); y otro de China (3.3%).

Todos los pacientes con LLL se presentaron como adenopatias de larga
evolucidon (mediana de 60 dias, con un rango entre 14 y 210 dias) y ningln paciente
presentd fiebre ni ningun otro sintoma sistémico en ningin momento de la evolucidn.

15 pacientes (50%) presentaron mdas de una adenopatia, de los cuales 2 (6.7%
del total de LLL) tenian adenopatias en diferentes territorios ganglionares. La
localizacién mas frecuente de las adenopatias fue en el area cervical (20 casos, 66.7%),
incluyendo cadenas laterocervical, submandibular, parotidea, preauricular o

retroauricular. 4 pacientes (13.3%) presentaron adenopatias inguinales, 3 (10%) en
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region axilar y 1 (3.3%) supraclavicular (Figura 15). 8 pacientes (26.7%) presentaron de

forma concomitante lesidn cutdnea sospechosa de leishmaniasis.

Localizacion adenopatias

W cCervical

B Axilar
Oinguinal
Wvarios
[Osupracavicular

Fig. 15. Localizacion de adenopatias en los pacientes con LLL.

En una paciente de 35 afios con LLL exclusivamente supraclavicular en la
primera visita se documento la aparicion de nuevas adenopatias inguinales al final del
tratamiento, confirmandose por PAAF la presencia de Leishmania en ambos territorios
ganglionares, supraclavicular e inguinal. Esta paciente era la Unica con LLL donde se
objetivd esplenomegalia clinica y radiolégica (Tabla 14), ademas de pancitopenia.
Como dato clinico relevante esta paciente presenta un Sindrome de Noonan (en
adelante, paciente A).

El otro paciente que presentd anemia y leucopenia fue una mujer de 40 afios
(en adelante, paciente B) de raza negra y origen nigeriano, que se presentd con

adenopatias submaxilares derechas, concretamente en regidn infraparotidea.
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2.2.3 Diagndstico de la leishmaniasis ganglionar

El diagndstico inicial se realizd en todos los casos de LLL por PAAF de la
adenopatia, confirmandose con el hallazgo de linfadenitis granulomatosa no
necrotizante con presencia de Leishmania en la mayoria de los casos (26 pacientes,
86,7%). En 2 pacientes (6.7%) se encontré Leishmania sin granulomas. Los otros 2
pacientes (6.7%) presentaron una linfadenitis granulomatosa no necrotizante sin
objetivarse Leishmania en la PAAF, aunque en uno de ellos si fue positiva la PCR para
Leishmania. El otro paciente fue el paciente B (ver apartado anterior), y presenté
ELISA/IFI positivo para Leishmania.

Destacar que a uno de los primeros pacientes con LLL diagnosticados antes del
brote con PAAF con linfadenitis granulomatosa no necrotizante con presencia de
Leishmania y que no fue tratado, se le realizd una biopsia semanas después del
diagndstico inicial para descartar otras patologias. El hallazgo de la biopsia fue la
presencia de linfadenitis granulomatosa necrotizante sin Leishmania, resolviendo el
cuadro espontaneamente.

Respecto a los test seroldgicos realizados en estos pacientes (Tabla 14): Se
realizo serologia rapida (rk39-ICT) en 10 pacientes siendo positiva en 3 (30%); ELISA/IFI
en 24 pacientes, siendo positiva en 18 (66.6%); se realizd6 PCR para Leishmania en 5
casos en el ganglio, siendo todos positivos (100%), mientras que la PCR en sangre se
realizd en 3 pacientes siendo todos negativos (0%). No se realizd aspirado de médula

dsea en ningun paciente.
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2.2.4 Tratamiento de la leishmaniasis ganglionar

3 pacientes (10%) no llegaron a recibir ningun tratamiento por resolucion
espontanea de las adenopatias durante el proceso diagndstico. Se documentd la
desaparicién de las adenopatias a los 5 meses, a los 12 meses y a los 15 meses desde el
inicio aproximado de los sintomas, y a los 3 meses y 15 dias, 2 meses, 3 meses y 3
semanas desde la Ultima exploracion donde se documentaban adenopatias. El resto
(90%) se trataron con Anfotericina B liposomal. Las dosis de tratamiento utilizadas y la

respuesta de los pacientes se reflejan a continuacién en la Tabla 15:

Tabla 15. Dosis de tratamiento (ABL) y evolucién de los pacientes con LLL.

Dosis LLL (n=30) Curados fin de tratamiento | Curados a los 6 meses
No tratamiento 3 (10%) 3 (100%) 3 (100%)
<10 mg/Kg 10 (33.3%) 10 (100%) 10 (100%)
15 mg/Kg 7 (23.3%) 7 (100%) 7 (100%)
18 mg/Kg 2 (6.7%) 2 (100%) 2 (100%)
21 mg/Kg 8 (26.7%) 7 (87.5%) 8 (100%)

ABL: Anfotericina B liposomal.

Se considerd no curada la paciente que presentd aparicion de nuevas
adenopatias al finalizar el tratamiento (Paciente A, ver apartado 2.2.2). Esta paciente
se retratd con Anfotericina B liposomal a dosis de 40 mg/kg, con resolucién completa
del cuadro

No se ha producido ninguna recidiva hasta ahora, con una media de

seguimiento de 69.5 meses (minimo 2.8, maximo 133.5).
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Figura 16. Outcome del tratamiento de los pacientes con LLL.



OBJETIVO 3: MARCADORES CELULARES DE CURA EN LLL

Como se ha comentado en el apartado de Material y Métodos, dentro del
estudio de biomarcadores en diferentes formas clinicas de Leishmania, se recogieron
muestras de sangre de 6 pacientes con leishmaniasis ganglionar (LLL) antes del
tratamiento (pacientes enfermos), y de 21 de estos pacientes a los 6 meses tras
finalizar el tratamiento (pacientes curados).

Los resultados de los test se presentan en la Tabla 16 y en la Figura 17.

Tabla 16. Porcentaje de resultados positivos en test parasitoldgicos, serologicos e inmunoldgicos en
pacientes con leishmaniasis activa (A) y curada (C).

PCR (%) rk39 (%) IFAT > 1/40 (%) SLA-CPA (%) IFN-y (%)
A C A C A C A C A C
LLL 0 5 33 48 20 16 67 81 100 100
101 15001

1000 4

T

Stimulation Index
IFN -y (pgiml)

ALLL CLLL ALLL CLLL

Fig. 17. Comparacién de la respuesta linfoproliferativa a SLA de PBMCs (SLA-CPA) y de IFN-gamma en
pacientes enfermos y curados de LLL.
ALLL: LLL activa.
CLLL: LLL curada.
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Hay que destacar que los test seroldgicos y parasitolégicos en sangre (PCR, rk39
y IFAT) presentaron resultados positivos en porcentajes muy bajos en la LLL activa: 0%
PCR, 33% rK39, 20% IFAT.

Los estudios inmunoldgicos, por su parte, no mostraron diferencias en sus
resultados entre los pacientes enfermos y curados, observandose cifras elevadas de
linfoproliferacion y de interferén gamma incluso antes del tratamiento (67% positivos

SLA-CPA y 100% del IFN-y).

90



DISCUSION
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En este trabajo presentamos nuestra experiencia clinica acerca del mayor brote
epidémico de leishmaniasis (L. infantum) que se ha descrito hasta la fecha en Europa,
centrandonos en la mayoritaria afectacion que se ha observado de pacientes a priori
inmunocompetentes y, mas concretamente, en una forma de presentacion que se ha
dado en estos pacientes con relativa frecuencia, hasta ahora considerada una forma
atipica y practicamente excepcional de leishmaniasis visceral (LV): la leishmaniasis
ganglionar (en inglés localized leishmanial lymphadenopaty, LLL). No en balde se trata

de la mayor serie de casos de esta entidad descrita en la literatura.

DESCRIPCION CLiINICA DEL BROTE. Leishmaniasis visceral en

inmunocompetentes

Como hemos visto, a partir del afio 2009 se ha producido un aumento
considerable en el numero de pacientes con leishmaniasis atendidos en el Hospital
Universitario de Fuenlabrada y, consecuentemente, también de su forma de
presentacion mas grave, la leishmaniasis visceral (LV). En el afio 2011 se produjo el
pico maximo de incidencia en nuestra serie de leishmaniasis no cutanea, coincidiendo
con el mayor numero de casos de todas las formas de leishmaniasis observados en

toda la Comunidad de Madrid (60) (Figura 18).
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Fig. 18. Brote comunitario de leishmaniasis en la zona suroeste de la Comunidad de Madrid. 2009-2015.
Curva epidemioldgica segun forma de presentacion, por mes de inicio de sintomas
(julio-2009-junio 2014).

Fuente: Direccion General de Salud Publica. Subdireccidn General de Sanidad Ambiental.

Tras las medidas adoptadas desde la comunidad de Madrid para la contencién
del brote, el nUmero de casos atendidos ha ido disminuyendo paulatinamente hasta la

actualidad, aunque se mantiene por encima del umbral epidémico.

Caracteristicas epidemioldgicas

En primer lugar debemos destacar que en el global de nuestra serie ha habido
un predominio de afectacidn en varones (68%) que es independiente del status
inmunoldgico, ya que se observa tanto en pacientes inmunocompetentes como
inmunodeprimidos. Practicamente en todas las series de leishmaniasis visceral
descritas hasta la fecha es unanime la afectacién predominante en los varones
(38)(61)(62)(63)(64)(65) llegando a ser en alguna de ellas de forma casi exclusiva (39),
como se observa también en nuestra propia serie de pacientes antes del brote. Este
hecho también se ha objetivado en las series descritas de leishmaniasis cutanea, al

menos en Sudamérica (66), motivo por el que se solia relacionar este predominio con
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un factor de exposicidn mas que con un mayor riesgo de enfermedad en varones: Los
varones se infectarian mas que las mujeres al estar mds expuestos ya que son los que
trabajan fuera de casa en los medios rurales endémicos de leishmaniasis y, por tanto,
mas expuestos a la picadura de los flebotomos (66)(67).

Sin embargo, existen datos en nuestra experiencia y en la literatura para hacer
pensar en un riesgo real mas alto en varones de padecer la forma grave de
leishmaniasis. Asi, al comparar la forma visceral y ganglionar de nuestra serie, vemos
qgue el predominio en varones es exclusivamente a expensas de la LV, ya que en los
pacientes con LLL la proporcién es cercana al 50%. La forma ganglionar, tipica de
inmunocompetentes y mas parecida a la LC que a la LV, no muestra un predominio por
género, lo que sugiere que en un medio como el nuestro donde no se esperan
diferencias en la exposicion en funcion del género, la proporcidon de varones/mujeres
afectados con leishmaniasis deberia estar en torno al 50%. A favor de ello, el hecho de
que no se encontraran factores de riesgo de exposicion en el estudio de Salud Publica
de la comunidad de Madrid realizado durante el brote (51). Ademas, la serie de
leishmaniasis cutanea publicada por los dermatdlogos de nuestro centro tampoco
mostro diferencias en funcién del género (68), de la misma manera que nuestra serie
de LLL, es decir, la exposicion seria similar en ambos sexos. Finalmente, estudios de
exposicion  realizados por nuestro grupo en pacientes asintomaticos
inmunodeprimidos tampoco mostraron diferencias significativas entre hombres y
mujeres (55). Es decir que, si encontramos que la proporcion de varones con LV es
superior al de mujeres, es porque debe haber un factor intrinseco a los varones que los

pone en mayor riesgo de LV.
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Un estudio en animales (hdmster) a los que se provocaron leishmaniasis
cutaneas mostré lesiones de mayor tamafio en los machos, ademds de lesiones de
menor tamafio en los ratones machos pre-puberes frente a los machos adultos, y
lesiones de mayor tamafio en hembras tratadas con testosterona frente a hembras
controles. Estas diferencias se asociaban a alteraciones en los niveles de ciertas
citoquinas implicadas en la leishmaniasis como IL-4 6 TGF-$ (69). Estos resultados se
han encontrado en estudios similares (65), mientras que en series de casos de nifios
menores de 13 afios se ha mostrado una afectacién por géneros del 50% (70).

Existe evidencia de que la testosterona y la progesterona reducen la actividad
NK, y alteran la produccién de TNF y NO por los macrdfagos, todos ellos mecanismos
importantes en la defensa del organismo frente a Leishmania. Ademas, ambas
hormonas promueven la accion de IL-10 e IL-4, que favorecen la respuesta THelper-2
caracteristica de la LV (65).

Por el contrario, el estrégeno se considera un mediador pro-inflamatorio de la
via THelper-1, que estimula la produccién de TNF o interferdn-gamma (INFg) y que es
la que nos protege de los microorganismos intracelulares como Leishmania (65). Estas
diferencias entre la testosterona y el estrégeno explicarian la mayor incidencia de
enfermedades autoinmunes en mujeres, pero también la de leishmaniasis visceral (y

otras enfermedades parasitarias) en varones (71).

Respecto a la distribuciédn por edades, comprobamos que se han visto
afectados todo tipo de pacientes independientemente de la edad, en nuestro caso
entre los 15 y los 95 afos, con una media en torno a los 45 afios tanto en las formas

viscerales como ganglionares, sin diferencias por el status inmunoldégico. En zonas
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endémicas, la mayoria de los pacientes con leishmaniasis son nifios
(38)(61)(62)(64)(72), reflejo de que la poblacién se va inmunizando con la edad vy
disminuyendo el riesgo de enfermar. Sin embargo, en areas donde la leishmaniasis se
ha introducido recientemente se espera una afectacion similar en todos los estratos de
edades, reflejo de una falta de inmunidad de la poblacidon expuesta (38)(61). De la
misma manera ocurre con los brotes epidémicos, como se ve en nuestra serie. La
distribucion por edades de los pacientes con leishmaniasis visceral (Figura 19) es un
reflejo de la piramide de la poblacidn de Fuenlabrada en el momento del pico del
brote (Figura 20), en el contexto de una exposicién a los flebotomos infectados de una

gran parte de la poblacidn.

Edad

I 1 T T T
0 5 10 15 20

Frecuencia

Fig. 19. Distribucidon por edades de los pacientes con LV durante el brote epidémico.
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Gréfico de la poblacién de Fuenlabrada en enero de 2011

Fig. 20. Pirdamide poblacional de Fuenlabrada en 2011 (Fuente: Ayuntamiento de Fuenlabrada)

Podemos destacar una sutil diferencia al comparar el pico de edad de la forma

visceral, que estd por debajo de los 50 afios, con el pico tanto de la forma ganglionar

qgue presentamos (LLL) como de la LC (68), que esta entre los 50 y los 60 afos. Este

acumulo de casos de las formas benignas de leishmaniasis entre los 50 y los 60 afios

podria indicar cierto grado de inmunidad previa en la poblacién de mas edad que evita

la progresioén de la forma visceral.

Para finalizar con las caracteristicas epidemioldgicas el hecho mas llamativo es,

sin duda, la alta proporcién de pacientes inmunocompetentes con leishmaniasis

visceral que son inmigrantes de origen sub-sahariano. Mas aun teniendo en cuenta

que la poblacion extranjera que vive en Fuenlabrada apenas supera el 13% del total.

Seria comprensible si habldramos de una enfermedad importada, pero es bien
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conocido que la leishmaniasis es una enfermedad endémica en Espafia al igual que en
toda la cuenca mediterranea, y apenas se ha reportado en paises sub-saharianos con
excepcion de Suddn del Sur y Etiopia (73), aunque nuestros pacientes provienen
mayoritariamente de Nigeria y Guinea Ecuatorial, donde no se ha descrito la
enfermedad (73). Ademas, todos estos pacientes llevaban mas de 6 meses residiendo
en nuestro pais, siendo en muchos casos personas afincadas en Fuenlabrada desde
hace afos.

Las razones de este elevado numero de pacientes afectados podrian ser
multiples. Por un lado, factores externos (habitos de vida, condiciones o localizacién
del hogar) que implicaran una exposicién mayor de los pacientes subsaharianos a los
flebotomos. Sin embargo, los estudios epidemioldgicos realizados en la zona no han
encontrado ningun factor de exposicién llamativo (51), como pudiera ser el contacto
con perros, la presencia de mas vectores en su medio cercano o cualquiera de los
factores de riesgo clasicos. Otra explicacion razonable, como ya se ha comentado,
podria ser que a los pacientes provenientes de regiones donde la leishmaniasis no es
endémica, la falta de exposicién previa pueda hacerles mds susceptibles a enfermar
una vez entran en contacto con el parasito. Si este fuera el caso, también deberia
haber un gran nimero de pacientes subsaharianos afectados con otras formas de
presentacion. Sin embargo, se han reportado muy pocos casos de LC en pacientes
subsaharianos (68) y en nuestra serie tampoco hemos tenido apenas casos de LLL en
este grupo, lo que va en contra tanto del factor de exposicién como de la falta de
inmunidad adquirida. Por tanto, aunque parece evidente que la cuestion geografica
debe tener su influencia, no podemos descartar la implicacién de factores genéticos

intrinsecos que hagan a esta poblacidn mas susceptible a padecer la forma visceral de
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la leishmaniasis, como otros autores han sugerido (74), y como también lo apoya el
hecho de que en una serie de pacientes pediatricos afectados durante este brote, la
mitad de ellos fueran de raza negra, siendo todos nacidos en Espafia (75). Por aportar
mas informacion sobre las peculiaridades inmunitarias en la poblaciéon sub-sahariana,
se ha relacionado la neutropenia étnica con cierta proteccién para la malaria (76), y se
han encontrado asociaciones entre determinados polimorfismos genéticos mas

frecuentes en afroamericanos y el riesgo de sindrome hemofagocitico (77).

Status inmunoldgico

Es bien conocido que la inmunodepresién es uno de los factores de riesgo mas
importantes para padecer la enfermedad, sobre todo en su forma visceral (23), y
desde la aparicion del VIH la coinfeccidn VIH-leishmaniasis ha sido muy frecuente,
encontrando que la mayoria de pacientes diagnosticados de leishmaniasis en nuestro
medio y en aquellas dareas endémicas para ambos microorganismos estaban
coinfectados (12)(78). Esto concuerda con nuestros casos diagnosticados antes del
brote, donde casi la mitad de pacientes con LV estaban coinfectados por el VIH.

Sin embargo, durante el brote nos hemos encontrado con un escenario
distinto. La mayoria de pacientes enfermos han sido inmunocompetentes, reflejo de
gue son evidentemente predominantes en la poblacidon de Fuenlabrada. A pesar de
que el riesgo relativo de desarrollo de LV en este grupo es mucho mas bajo, al ser
muchos mas los pacientes inmunocompetentes expuestos el nimero absoluto de
casos es mayor que el de otros grupos con mayor riesgo relativo. Pero, ademas, entre
los pacientes inmunodeprimidos, han sido mas frecuentes los pacientes no VIH:

concretamente en nuestra serie se encontraban en tratamiento inmunosupresor un
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13.5% del total de pacientes, frente al 7.8% de pacientes co-infectados por VIH. Este
hecho ya ha sido advertido por diferentes autores(14)(23)(79)(80) y representa un
nuevo desafio para el manejo de la enfermedad ya que, mientras los pacientes VIH
pueden recuperar su inmunidad gracias a los modernos TARGA, en los pacientes
trasplantados o inmunosuprimidos farmacoldgicamente lo habitual es que mantengan
su inmunosupresion de forma indefinida, dificultando en muchos casos la curacidon
completa.

Un pequefio porcentaje de nuestros pacientes presentaban otros elementos
gue podrian favorecer cierto grado de inmunodepresidn, como son la cirrosis hepatica
y las neoplasias malignas activas. Aunque en estos pacientes no se ha descrito hasta el
momento el mismo mecanismo de inmunodepresidon celular que predisponga a
enfermar por Leishmania, si nos parece razonable incluirlos en este estudio dentro del
grupo de inmunodeprimidos, dada la posible asociacion con la enfermedad que han
observado algunos autores (81), y que desde luego no se pueden considerar

plenamente inmunocompetentes.

Comparacion con otras series

Tratar de comparar nuestra serie de leishmaniasis con otras reflejadas en la
literatura es una tarea bastante compleja debido a que nuestro escenario es Unico al
tratarse de un brote en zona urbana del primer mundo. La principal diferencia es que
la poblacién en riesgo de padecer leishmaniasis es totalmente diferente.

Como ya se ha comentado en la introduccién, las zonas geograficas mundiales
con leishmaniasis visceral corresponden mayoritariamente al este de la India, Sudan

del Sur/oeste de Etiopia, y regiones selvaticas de Brasil (3). Todas estas regiones
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endémicas de leishmaniasis visceral tienen en comun ser regiones pobres, motivo por
el que la leishmaniasis se considera una de las “Neglected Diseases”(3). Respecto a las
caracteristicas epidemioldgicas de los enfermos de LV de estas zonas (12)(38)(61)(63),
existe, al igual que en nuestra serie, un predominio de afectacién en los varones, que
ya hemos comentado. Sin embargo, en estas series la mayoria de afectados son nifos.
Por un lado, las piramides de edades en estos paises (Figura 21), son claramente
diferentes de la de nuestra poblacion (Figura 20), mostrando un mayor predominio de
nifios. La elevada tasa de mortalidad infantil en estos paises y el hecho de que la
esperanza de vida media sea netamente inferior a la de nuestro entorno justifican por
si solas estas diferencias. Por otro lado, la poblacién adulta ha ido adquiriendo cierto

grado de inmunidad al verse expuestos en una zona endémica.

India v Etiopia v Brasil »
2016 e 1,326,801,576 2016 e 101,853,268 2016 i 209,567,920

ol Hombre S Mujer or] Hombre roprs Mujer s Hombre - Mujer

Fig. 21. Piramides poblacionales de India (A), Etiopia (B) y Brasil (C) en 2016. (Fuente:
PopulationPyramid.net) (82)

El nimero de pacientes que desarrollan LV en estas poblaciones también
parece mayor que en nuestro entorno. El factor principal es probablemente la
conocida asociacién de leishmaniasis con pobreza y desnutricion(10)(17), lo que
condiciona que muchos de los pacientes con LV en estas zonas no se puedan

considerar del todo inmunocompetentes al estar desnutridos, especialmente los nifos.
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De esta manera la poblacién susceptible de padecer LV es mucho mayor que la de
nuestro entorno.

Por otra parte, hay que diferenciar las series de zonas endémicas de los brotes
epidémicos. En las zonas endémicas, la poblacién mas afectada suelen ser los nifios, ya
qgue, como hemos comentado, la poblacién adulta ha adquirido cierto grado de
inmunidad. Esto explica que las series de casos de LV en inmunocompetentes en
nuestro entorno, reportadas fundamentalmente en ltalia, sean mayoritariamente en
nifios (83)(84), de forma similar a las zonas endémicas ya citadas del Tercer Mundo,
mientras que el brote epidémico mas importante descrito recientemente, en relacién
con el movimiento de poblaciéon de Suddn del Sur por la guerra en este pais en las
décadas pasadas, y con mas de 10000 enfermos de LV, haya afectado a todos los
grupos de edad que provenian de zonas no endémicas de leishmaniasis (17).

Ademads, en las zonas endémicas es caracteristica una alta proporcién de
pacientes con VIH (11)(12)(37)(38)(61), algo menor en India donde los antirretrovirales
son mas accesibles(63). El precario sistema sanitario en estos paises no permite
extender el tratamiento antirretroviral a los pacientes VIH, siendo frecuente que los
pacientes co-infectados con Leishmania y VIH en estas zonas puedan ser tratados de
su LV (Unica dosis, tratamiento corto) pero no tengan acceso a tratamientos
antirretrovirales (38)(85), lo que condiciona evidentemente su mortalidad pero
también que prdacticamente toda la cohorte VIH de estas regiones esté en riesgo
altisimo de LV. Finalmente, por su coste e infraestructura necesarios, el tratamiento
con terapias bioldgicas y los trasplantes son inexistentes en estas regiones, por lo que

este grupo susceptible no existe en estas zonas.
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Por el contrario, en Fuenlabrada, una poblacién urbana del primer mundo, la
mayoria de la poblacién es inmunocompetente y no esta desnutrida, como refleja un
peso medio de 77kg en nuestros pacientes con afectacion visceral, mayor incluso en
sub-saharianos, 79kg. Ya hemos comentado las razones de que haya mas adultos que
nifios en nuestra serie, relacionada con la pirdmide de edad y la falta de exposicidon
previa en un contexto de brote epidémico (51). Por otro lado, la cobertura sanitaria
universal y la cercania de la poblacién al hospital hace muy accesible el sistema
sanitario a toda la poblacién, lo que condiciona una menor mortalidad, como luego
veremos, pero también un perfil diferente de poblacidon inmunodeprimida susceptible.
Por un lado, la cohorte VIH residente de Fuenlabrada esta mayoritariamente tratada y
con carga viral indetectable (55). Y, por otro lado, el auge de las terapias biolégicas y el
extendido sistema de trasplantes de nuestro pais condiciona un creciente nimero de
enfermos inmunosuprimidos que no existe en otras regiones del mundo con peor
status sanitarios, pero que presenta un escenario de investigacion muy interesante

(27)(86).

Cuadro clinico de leishmaniasis visceral tipica

Respecto al cuadro clinico, hay que destacar que la fiebre, la esplenomegalia y
la pancitopenia estuvieron presentes en mas del 90% de los pacientes
inmunocompetentes con LV de nuestra serie. Esto concuerda con lo descrito en la
literatura y son los sintomas definidos por la OMS para sospechar una leishmaniasis
visceral (3), por lo que a priori cabe pensar que la leishmaniasis tiene un cuadro clasico
de presentacion facil de identificar. Sin embargo, debemos puntualizar algunas

cuestiones. Aunque la fiebre en la LV clasicamente se considera una fiebre intermedia
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sin focalidad, en nuestra serie y en la practica clinica habitual un importante ndmero
de pacientes han referido sintomas focalizadores en la anamnesis dirigida, destacando
la cefalea (38%), que fue significativamente mdas frecuente en pacientes
inmunocompetentes, la tos (32%) o los sintomas digestivos (22%). Teniendo en cuenta
que la esplenomegalia y la trombopenia en el contexto de sintomas focalizadores
inespecificos pueden ser facilmente confundidas con un cuadro viral o, en el caso de
pacientes sub-saharianos, con malaria, nuestra experiencia es que en un entorno
clinico de baja sospecha el diagndstico se retrasa, como demuestra que en los
primeros afios del brote nuestra mediana de dias de diagndstico desde el inicio de los
sintomas fue de 30 dias.

Mas del 90% de los pacientes inmunocompetentes presentaron elevaciéon de
reactantes de fase, en el caso de la PCR con mayor frecuencia que los pacientes
inmunodeprimidos, con significacidn estadistica. En general, hemos observado que la
clinica de los pacientes inmunocompetentes ha tendido a ser mas virulenta que la de
los inmunodeprimidos: menos fiebre y reactantes de fase aguda en los pacientes
inmunodeprimidos, fundamentalmente a costa de los pacientes VIH, y menos
esplenomegalia a causa de los pacientes en tratamiento inmunosupresor. Resultados
similares ya habian sido descritos en pacientes trasplantados y en VIH (13) y en
pacientes con enfermedades autoinmunes (87). Una explicacion razonable es que la
propia clinica de la LV se produce en gran medida como resultado de una importante
estimulacién inmunoldgica, especialmente humoral, por lo que se puede deducir que
una alteracién de la misma puede llevar a una sintomatologia menos Illamativa. Por

otro lado, la pancitopenia si estuvo casi siempre presente entre los pacientes
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inmunodeprimidos, incluso se observé mas que en los inmunocompetentes, aunque
sin diferencias significativas.

Debemos recalcar que la presencia de adenopatias en el contexto de LV tipica
por L. infantum es poco frecuente en la literatura, salvo en los casos en que coexisten
con otras enfermedades o en pacientes muy inmunodeprimidos, como pueden ser los
coinfectados por VIH(36)(37). En algunas series de LV en Sudan del Sur (17) y Etiopia
(38)(39), si se han descrito adenopatias de forma mas frecuente, aunque la especie
causante de LV es diferente (L. donovani), como desarrollaremos mas adelante en el
apartado de leishmaniasis ganglionar (LLL). En nuestra serie solo hemos visto tres
casos con criterios de LV que ademds presentaban adenopatias. Los tres pacientes
estaban inmunosuprimidos, 2 de ellos VIH, y en los dos casos en los que se hizo PAAF
de las adenopatias no se encontraron parasitos de Leishmania. A diferencia de los
pacientes con LLL, estos tres casos tenian criterios de LV (fiebre, esplenomegalia,
pancitopenia, elevacién de reactantes de fase) y eran inmunosuprimidos. En un
contexto de leishmaniasis por L. infantum, es importante diferenciar los pacientes LV
con adenopatias de los pacientes con LLL, por sus implicaciones terapéuticas y

prondsticas.

Sindrome hemofagocitico

Una de las caracteristicas mas destacadas que hemos observado entre nuestros
pacientes es el elevado nimero de ellos que cumplieron criterios de sindrome
hemofagocitico (o de linfohistiocitosis hemofagocitica, HLH en sus siglas en inglés).
Como ya se ha comentado, el HLH es un sindrome clinico poco frecuente pero muy

grave provocado por la activacion descontrolada de linfocitos T, células NK y
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macrofagos que a su vez producen una reaccién inflamatoria exagerada mediada por
la hiperproducciéon de citocinas (44). En definitiva, un trastorno inmunitario
desencadenado por un determinado antigeno que produce una respuesta inmune muy
importante pero ineficaz, y que suele ser fatal en un gran porcentaje de pacientes,
sobre todo cuando se relacionan con trastornos genéticos (mas frecuentes en nifos) o
con procesos hematolégicos y oncoldgicos. En los ultimos afios esta cobrando cada vez
mayor importancia dada su asociacién con enfermedades infecciosas potencialmente
tratables, y entre ellas una de las mas frecuentes es la leishmaniasis visceral.

En nuestra serie hasta 42 pacientes (casi el 40% de los pacientes con LV tipica)
cumplian criterios de HLH, lo que en si mismo ya es un nimero de pacientes muy
elevado teniendo en cuenta la escasa frecuencia con la que se reporta este sindrome.
Incluso es probable que el nimero sea incluso mayor. Por un lado, de los 8 criterios a
valorar segun las guias clinicas (47), hubo dos que no pudimos comprobar en ningun
paciente al no disponer en el hospital de las técnicas de determinacién tanto del CD25
soluble, como para comprobar la disminucién o ausencia de actividad de las células
NK. Ademads, en 18 pacientes (16.4% del total de LV) no pudimos recoger datos de al
menos un criterio mas, en 5 de los cuales faltaba mas de uno. Teniendo en cuenta que
se necesitan cumplir al menos 5 criterios para confirmar el sindrome hemofagocitico,
es mas que probable que si se hubiera contado con todos los datos el nimero de
afectados habria sido bastante mayor.

Dicho esto, y bajo estas limitaciones, no hemos encontrado diferencias
estadisticamente significativas en el porcentaje de pacientes con diagndstico de
sindrome hemofagocitico en funcidn del estatus inmunoldgico, y aunque vimos una

tendencia (p=0.131) a menor incidencia de este sindrome en pacientes de raza negra
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(28%) frente al resto (47%), las limitaciones ya comentadas no permiten llegar a
ninguna conclusion definitiva, ya que un 38% de los pacientes de raza negra cumplian
al menos 4 criterios.

No obstante, y al hilo de la probable susceptibilidad genética de ciertos
pacientes aparentemente inmunocompetentes a padecer LV, se ha investigado la
asociacion de diferentes polimorfismos genéticos con el riesgo de leishmaniasis
visceral, con resultados contradictorios. Un estudio en Sudan encontré una posible
asociacién con el gen NRAMP1 (88), mientras otros estudios en el drea mediterrdnea
(89) y en Brasil (90) no encontraron susceptibilidad a LV en diferentes loci del complejo
mayor de histocompatibilidad Il y Ill. Sin embargo, si se ha demostrado la existencia de
una susceptibilidad genética a padecer HLH, muy relacionada como hemos visto con la
LV. En una cohorte americana de 50 pacientes con HLH, se encontraron diferentes
mutaciones en el gen PRF1 que condicionaban una menor actividad de las células NK
(77), mutacién genética que se encontré como ya hemos comentado con mayor
frecuencia en afroamericanos. Y se ha descrito un caso familiar de mutacién genética
del gen UNC13D en una forma infantil de HLH que debuta como leishmaniasis visceral,
reflejando una posible susceptibilidad genética a ambas enfermedades (91).

Para ilustrar la escasa frecuencia con la que se diagnostica el HLH en nuestro
entorno podemos valorar el estudio de Hernandez-Jiménez et al (92). En él se hace una
recopilacién de todos los pacientes adultos diagnosticados de HLH durante el periodo
2010-2015 en el Hospital 12 de Octubre de Madrid, un complejo hospitalario de mas
de 1300 camas, y el de referencia para el Hospital de Fuenlabrada en varias
especialidades, como por ejemplo la Unidad de Trasplantes. En dicho periodo se

diagnosticaron Unicamente 18 pacientes que cumplian los criterios de HLH, de los
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cuales en 15 pacientes se logré hallar la etiologia: 8 tuvieron una causa oncoldgica (7
de ellos linfomas), 6 causa infecciosa (4 de ellos por una leishmaniasis visceral, el resto
por virus VEB y CMV) y 1 inflamatoria. En 3 pacientes no se llegd a determinar la causa
del HLH y la mortalidad global fue del 44%. Llama la atenciéon que durante los
diferentes estudios diagndsticos solo se realizd serologia de Leishmania al 66% de los
pacientes afectados, y ello a pesar de encontrarse dentro del periodo de brote
epidémico, y que como hemos comentado el Hospital 12 de Octubre es el hospital
terciario de referencia en el drea afectada por el mismo. Con los datos de nuestra
serie, reforzamos las conclusiones del propio estudio de Herndndez-Jiménez, en el que
recomiendan descartar Leishmania ante cualquier paciente con sospecha de sindrome
hemofagocitico. Teniendo en cuenta la mortalidad del cuadro y que podemos estar
hablando de una enfermedad tratable y curable, nos parece no ya recomendable sino
claramente obligada la busqueda activa de Leishmania por diferentes técnicas
diagndsticas (y no solo la serologia, que podria dar falsos negativos) en cualquier
region donde la leishmaniasis sea endémica (y con mayor motivo si se produce en un
contexto de brote epidémico).

Resultados y conclusiones similares también se alcanzan en el estudio de
Blazquez-Gamero et al (75), donde se reporta la serie de pacientes pediatricos con LV
(desde el inicio del brote hasta el 31 de diciembre de 2012) y su relacién con el
sindrome hemofagocitico. En él, de los 24 nifios atendidos, 10 cumplieron criterios de
HLH, un porcentaje similar al de nuestra serie en adultos, pudiendo ademas
determinar el CD25 soluble en algunos pacientes. En su caso hasta 2 pacientes llegaron
a iniciar tratamiento especifico para el HLH (con Etopdsido, Ciclosporina A vy

dexametasona) antes del diagnéstico de LV. Posteriormente todos los pacientes
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recibieron tratamiento con Anfotericina B liposomal con buena evolucién de todos
ellos, lo que refuerza la necesidad de sospechar la leishmaniasis para asi acelerar el
diagndstico ante cualquier paciente con sindrome hemofagocitico.

En el mismo estudio también se sefiala, como ya se ha comentado, el gran
numero de pacientes de etnia africana que presentaron una LV (46%, todos nacidos en
Espana), sin encontrar diferencias significativas entre los que cumplieron criterios de
HLH y los que no. De la misma forma que en nuestra serie, el porcentaje de afectados
con sindrome hemofagocitico fue mayor entre los pacientes de otras etnias diferentes
a la africana, aunque sin diferencias estadisticamente significativas.

En resumen, en nuestra experiencia y de acuerdo con la literatura previa,
debemos destacar primero que, aunque no aparece presente en todas las listas de
etiologia del HLH (47), se debe incluir la leishmaniasis visceral en el diagndstico
diferencial del sindrome hemofagocitico (91)(93). Y en segundo lugar que, en el
contexto de una LV y un HLH, debe primarse el tratamiento de la LV, que en la mayoria
de los casos resuelve con éxito el HLH sin necesidad de terapias inmunosupresoras
(75)(93). Es mas, al término de esta obra, se ha publicado recientemente un
documento de consenso sobre el manejo del HLH en los adultos, donde ya se recogen

algunas de estas recomendaciones (94).

Finalmente, es de especial interés la elevacion de la ferritina por varios
motivos. Por un lado, el alto porcentaje de pacientes inmunocompetentes con LV con
ferritina elevada, 97%, de tal forma que en el contexto de sospecha clinica de LV, una
ferritina normal sugiere que debemos pensar en otro diagndstico. Por otro lado, por la

elevada cifra de ferritina que suelen alcanzar (mas del 76% con ferritina superiores a
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1000 mcg/L, con una mediana de 6000 mcg/L), que estrecha el diagndstico diferencial
ya que son pocas las enfermedades que causan cifras tan elevadas de ferritina. Y
finalmente, por tratarse de una prueba de facil determinacién en cualquier
laboratorio, disponible en el dia de la realizacién, de gran utilidad. Apenas en casos
aislados se ha reportado esta asociacion (95)(96), que podria tener relacidon con la
estimulacién del sistema THelper2 caracteristica de la LV, que produce una importante
elevacion de reactantes de fase aguda y, en cierto modo, relacionada con los
mecanismos que ponen en marcha el HLH. También es conocido que Leishmania
infantum precisa de hierro para su metabolismo (97), aunque no se conoce si esto
puede tener relacion con la ferritina. En cualquier caso, nos parece de gran interés

para la practica clinica diaria.

Autoinmunidad y otras serologias

Al estudiar la positividad de los auto-anticuerpos y de otras serologias
infecciosas en el contexto de LV, pretendemos resaltar de nuevo la dificultad del
diagndstico sin una alta sospecha clinica, ya que estos falsos positivos cruzados pueden
confundir el diagndstico. Los hallazgos clinicos habituales de la LV, especialmente la
fiebre y las citopenias también pueden presentarse en muchas enfermedades
autoinmunes o infecciosas, y puede ser facil errar en el diagnédstico, sobre todo
tratandose de pacientes inmunocompetentes, que a priori no son un factor de riesgo
de LV como si se puede pensar de los inmunodeprimidos.

En nuestra serie, hasta el 70% de los pacientes presentaron
hipergammaglobulinemia y el 30% ANA positivos, y por otro lado 4 de 14 pacientes

con falsos positivos de serologia para Leishmania en los que no se confirmd el
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diagndstico de LV presentaban una enfermedad autoinmune de base. Santana et al
(87) revisan el diagndstico diferencial de LV con lupus eritematoso sistémico (LES), a
raiz de una serie de 3 casos y una posterior revision de la literatura. Encuentran por un
lado 10 casos de pacientes con LES ya conocido, que presentan una LV que se
confunde inicialmente con un brote de LES. De ellos, 4 pacientes presentaban
afectacion renal glomerular. Este hecho también ha sido descrito en el contexto de
nuestro brote, donde 4 pacientes del area del Hospital Severo Ochoa de Leganés con
LV debutaron como glomerulonefritis (98). De los pacientes revisados por Santana et
al, todos presentaron fiebre, 7 tuvieron esplenomegalia, 9 presentaron pancitopenia y
todos, elevacién de reactantes. Por el contrario, sélo 2 de los 7 casos en los que se
midié tenian el complemento bajo, lo que puede servir de ayuda para diferenciar
ambas entidades.

Por otro lado, Santana et al (87) también encontraron otros 18 casos de LV que
fueron inicialmente diagnosticados de forma errénea como LES. En el 90% de ellos de
nuevo los pacientes presentaban fiebre, esplenomegalia, pancitopenia y elevacién de
reactantes, es decir, la clinica tipica de LV. Solo uno de los pacientes debutd con
artritis, pero tenian autoanticuerpos positivos en su mayoria, motivo que llevd al
diagnostico erroneo de LES: ANAs en el 94% de los pacientes, factor reumatoide en el
55%, Coombs directo 50%, anticuerpos antimusculo liso 33%, anti-dsDNA 16%,
anticoagulante lupico 11%, y en al menos un paciente se encontré positividad para
anti-CCP, anti-Sm, anti-cardiolipina IgM, a-ANCA, c-ANCA, anti-mitocondriales vy
antitiroideos. Estos pacientes fueron tratados de su LV sin que se describiera en los
casos reportados evidencia posterior de enfermedad autoinmune de base. Hay que

resefiar que esta falsa positividad de los autoanticuerpos en relacién con la LV no se ha
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observado de la misma manera en el contexto de la leishmaniasis cutanea (99). Por
otra parte, y para dificultar ain mas el diagndstico diferencial, se ha descrito que estos
autoanticuerpos pueden presentar reaccién cruzada con proteina histona de
Leishmania (100), de tal manera que pacientes con enfermedad autoinmune de fondo
sin LV pueden dar positivo en la serologia ELISA de Leishmania, como pudo ocurrir en
cuatro de nuestros pacientes con falso positivo en la serologia.

Es evidente que sin la sospecha clinica que implique solicitar un estudio
especifico de leishmaniasis (serologia, aspirado de médula désea) estos pacientes
habrian sido erréneamente diagnosticados. Esto cobra mayor importancia si
consideramos que el tratamiento de un brote de LES, que es inmunosupresor, no hara

sino empeorar la leishmaniasis.

De la misma manera, mas del 43% de los pacientes diagnosticados de LV
presentaron otras serologias positivas durante el estudio diagndstico, especialmente
llamativas en nuestro laboratorio hasta 11 y 10 serologias positivas de Borrelia
burgdorferi'y Coxiella burnetti respectivamente, lo que en un contexto de diagndstico
diferencial de fiebre de origen desconocido también dificulta el diagndstico. Y, como
también ocurria con la autoinmunidad, 2 pacientes con diagndstico de fiebre Q
presentaron falsos positivos para serologia de Leishmania. Es conocida desde
practicamente el inicio del desarrollo de las serologias de Leishmania y Trypanosoma
cruzi la reaccion cruzada entre ellas, ambas enfermedades coexistentes en algunas
zonas de Sudamérica y ambos parasitos muy proximos filogenéticamente (101)(102),
que se ha conseguido mejorar en la actualidad (103). También se han encontrado

reacciones cruzadas con Toxoplasma y Mycobacterium (104)(105). No hemos
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encontrado literatura sobre la asociacién de LV con falsas serologias positivas a
infecciones bacterianas, como Borrelia o Coxiella.

Estos hallazgos no son sorprendentes al estudiar la fisiopatologia de la LV. Se
conoce que el fracaso de la inmunidad celular, mediada por los linfocitos T-Helperl, en
contener los parasitos de Leishmania en el punto de entrada, en la piel o las
adenopatias locales, conlleva la llegada de estos a drganos profundos, especialmente
bazo y médula ésea. Alli pueden proliferar sin apenas oposicién, desencadenando vy
estimulando asi la inmunidad humoral mediada por linfocitos T-Helper2, cuyo objetivo
fundamental es la activacién de linfocitos B a células plasmaticas y la produccién de
anticuerpos, mediada principalmente por IL-10. La continua proliferacion de
Leishmania en bazo y médula dsea por una respuesta celular inadecuada, promueve
una escalada continua de activacién de la via T-Helper 2 que es ineficaz para contener
los pardsitos pero es la causa de la fiebre, la importante elevaciéon de reactantes de
fase y la masiva produccién de anticuerpos. Estos anticuerpos pueden ser especificos
frente a Leishmania, pero también inespecificos, lo que explica la producciéon
indiscriminada de autoanticuerpos y de otros anticuerpos frente a diferentes
microorganismos infecciosos (20)(106). Por ello es preciso conocerlos y tenerlos en
cuenta a la hora del diagndstico diferencial si no queremos acabar errando ya que,
como hemos visto, pueden aparecer falsos positivos de otras enfermedades en
pacientes con LV, y falsos positivos de Leishmania en pacientes con otras

enfermedades.
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Diagndstico

Incluso en paises desarrollados, las técnicas diagndsticas cldsicas, incluyendo
aspirado de médula dsea y serologia frente a anticuerpos totales ELISA/IFI, suelen
llevar una demora de varios dias, por ser en unos casos invasivas, laboriosas, o no estar
disponibles en algunos centros. Asi, nuestra mediana de dias desde el inicio de los
sintomas al diagndstico era de 30 en los primeros meses del brote, en los que no
disponiamos de serologias en nuestro centro. Por este motivo se decidié en nuestro
hospital y en el contexto del brote epidémico, introducir una serologia rapida (dipstick)
basada en el antigeno rk39, que ha resultado de gran utilidad, acelerando el proceso
diagndstico (se trata de un sencillo y barato test que permite conocer el resultado en
15 minutos) en los casos de sospecha clinica, y ha permitido bajar a 17 dias desde
inicio de sintomas hasta el diagndstico. No se debe confundir esta técnica con la
antigenuria Katex, que se ha desechado para diagnéstico de LV por sus pobres
resultados (3). Como toda serologia, lo que detectamos son anticuerpos del paciente,
en este caso frente a antigeno rk39, no medimos el antigeno directamente. Este
antigeno rk39 esta presente en las kinesinas de Leishmania del complejo L. donovani,
que incluye L. donovani donovaniy L. infantum, mientras que la serologia convencional
detecta anticuerpos frente a antigenos totales de Leishmania. Y como todas las
técnicas de deteccidon de anticuerpos, se puede medir por diferentes métodos, por
ejemplo por ELISA (107), aunque la técnica empleada en nuestro centro es un dipstick
(tira de papel) inmunocromatografico que presenta la ventaja de su sencillez y rapidez
(rk39-ICT). A priori, esta serologia deberia ser mas especifica que las convencionales
(ELISA/IFI), ya que el antigeno rk39 es la diana de anticuerpos especificos de L. chagasi

(infantum) mientras que la serologia convencional detecta anticuerpos frente a
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antigenos totales de Leishmania, y se considera que su positividad se relaciona con LV
activa (104).

Este test rdpido rkK39-ICT se ha convertido en una alternativa de gran utilidad
en el diagndstico de la leishmaniasis visceral en el terreno, donde otras
aproximaciones no estan disponibles, pero sus resultados han arrojado datos
contradictorios segun las series, probablemente en relacion con el diferente contexto
en que se utilice (104)(107)(108). Su uso en brotes epidémicos o zonas endémicas,
como screening indiscriminado en el contexto de fiebre o mas especifico, y su uso con
diferentes especies de Leishmania en diferentes poblaciones étnicas, probablemente
condiciona los resultados. Este test parece muy fiable en el Subcontinente Indio (105)
y en Sudamérica (107), con una sensibilidad y especificidad en general por encima del
90%; pero su sensibilidad y especificidad en el este de Africa se ha mostrado muy
inferior (109). Esta diferencia parece explicada por la diferencia en la secuencia entre
los homdlogos rk39 en las cepas de L. donovani del este de Africa y del Subcontinente
Indio. Si bien este ultimo muestra una gran similitud con el homélogo de L. infantum
(de donde procede el antigeno recombinante empleado en el rK39-ICT), el primero
muestra menor similitud de secuencia con las consecuentes limitaciones para la unién
de los anticuerpos contra este antigeno (108). Ademas, se ha sugerido que el test
dipstick tendria peor sensibilidad que el uso de rk39 con ELISA (104), aunque otros en
cambio han obtenido similares resultados (107). Una explicacidon de estas diferencias
de sensibilidad puede deberse a la diferencia en los niveles de anticuerpos IgG anti-
leishmania que se generan, que parecen claramente mayores en la poblacién india

(110).
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En definitiva, existia cierta incertidumbre previa al uso de esta técnica en
nuestro medio, L. infantum en el drea mediterranea, y en un brote epidémico. Nuestra
experiencia en pacientes inmunocompetentes con LV es que esta técnica rapida ha
sido positiva en el 44% de los casos, es decir, una sensibilidad baja comparada con la
descrita para L. infantum(107). Sin embargo, solo uno de los pacientes dio falso
positivo, lo que da una especificidad del 99%. Es decir, un resultado negativo no
descarta leishmaniasis visceral, mientras un resultado positivo, que por otro lado
ocurre en casi la mitad de los casos, practicamente confirma el diagndstico. Esta
informacién es de extrema utilidad, y nos permite plantear que en casos de pacientes
graves con rK39-ICT positivo es factible iniciar el tratamiento inmediatamente después
de recoger el resto de muestras necesarias para confirmar posteriormente el
diagnéstico.

Respecto a la serologia convencional, la sensibilidad en inmunocompetentes es
del 95%, similar a lo descrito y lo esperable(3)(104)(107). Por el contrario, hubo hasta
11 individuos inmunocompetentes cuyo resultado se considerd falso positivo, con una
especificidad por debajo del 90% (88%), posiblemente en el contexto de una
exposicion muy alta en la poblacion que condiciona positividad de la serologia en
pacientes sin LV. En este escenario, un ELISA negativo nos deberia hacer pensar en
otro diagndstico. Por tanto, la combinacion de ambas serologias, una muy especifica
(rK39-ICT) y otra muy sensible (ELISA) nos permite acotar el diagndstico a la espera de
las pruebas confirmatorias.

El método clasico de diagndstico ha sido la demostracién del parasito en los

6rganos profundos, el mas extendido la visualizacidon del mismo en la médula dsea al
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microscopio 6ptico, donde se pueden localizar macréfagos llenos de amastigotes

(Figura 22).

[ 4

Fig. 22. Amastigotes de Leishmania en el interior de un macroéfago, en un aspirado de médula dsea de
uno de nuestros pacientes (cortesia Dr. Alfredo Bermejo).

Se ha descrito una sensibilidad con esta prueba de entre un 60-85% (104). Sin
embargo, nuestros resultados han sido descorazonadores, ya que apenas se
encontraron parasitos de Leishmania en un 40% de pacientes inmunocompetentes,
claramente insuficiente y por debajo de lo esperado. Esto puede deberse al propio
hecho de ser inmunocompetentes, en quienes lo esperable es que haya menos
pardsitos que en pacientes inmunodeprimidos (13). Sin embargo en nuestra serie
tampoco estos obtuvieron un resultado significativamente mejor, apenas un 50%. Hay
que destacar que la técnica empleada también es importante, dado que se ha
comprobado que la sensibilidad de la prueba aumenta cuanto mayor es el tiempo de

lectura y son examinados mayor numero de campos al microscopio (111). La gran
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ventaja de la microscopia dptica es su rapidez, ya que puede confirmar el diagndstico
de forma definitiva el mismo dia en que se obtiene la muestra.

El cultivo de Leishmania no se considera util para la préctica rutinaria (104), por
su laboriosidad y sobre todo el retraso, ya que los parasitos suelen tardar entre 1y 4
semanas en crecer. No obstante, sigue siendo extremadamente util para obtener
pardsitos vivos, esenciales en estudios de sensibilidad y tipaje de especie. Estd
descrito, como ocurrié en nuestro caso, que el cultivo sea mas rentable en pacientes
inmunodeprimidos, de nuevo en relacidon con una mayor carga parasitaria (13).

Recientemente, se considera la deteccién de DNA de Leishmania por PCR, en
sangre o en aspirado de médula 6sea, como el gold standard para el diagndstico de
LV(3)(49)(104). Respecto a la deteccion en sangre periférica, los resultados de
sensibilidad y especificidad son muy variables, de nuevo en funcién del contexto y el
area geografica, variando entre el 70% (112) y el 97%(59)(113) en sangre, que llegan al
100% en m. 6sea (59)(113), aunque ha sido mayoritariamente testado en pacientes
VIH. Nuestros resultados en inmunocompetentes son algo inferiores, con un 87% en
sangre periférica y un 91% en médula dsea. La PCR de Leishmania en sangre periférica
es una prueba que se empez6 a utilizar en el hospital en el afno 2013, por lo que
nuestra muestra es mas pequena. En cualquier caso, ambas pruebas son claramente
superiores al resto en cuanto a su rentabilidad diagnéstica.

En base a estos resultados, y dada la gravedad de esta enfermedad mortal sin
tratamiento, creemos que en nuestro medio el diagndstico de LV en
inmunocompetentes debe basarse en una combinaciéon de varios test. Nuestra
propuesta de diagndstico para leishmaniasis visceral en pacientes inmunocompetentes

se basaria en una serologia rapida (rk39-ICT) como test de screening, disponible
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incluso desde Urgencias, y una serologia convencional que puede ser util para
descartar el diagndstico. En una zona de alta endemia como la nuestra, estos
resultados deben confirmarse con PCR en sangre y PCR en aspirado de médula ésea,

tal como proponemos en la Figura 25.

Sospecha clinica (fiebre, esplenomegalia, pancitopenia)

¥
Serologia rapida (rk39)
1
v ¥
POSITIVA: Iniciar tratamiento, pendiente NEGATIVA: No descarta Leishmaniasis
resultados
]
v
ELISA/IFI
1
v v
POSITIVA: Leishmaniasis probable NEGATIVA: Leishmaniasis descartada
(99%)
I
v

Médula 6sea: Microscopia dptica, cultivo, PCR
¢PCR sangre?

Fig. 23. Propuesta de algoritmo diagndstico de LV en paciente inmunocompetente basada en la
experiencia durante el brote epidémico de Fuenlabrada.

Tratamiento y evolucidon

Respecto al tratamiento, hay que hacer constar en primer lugar que las
recomendaciones para el tratamiento de la LV por L. infantum en pacientes
inmunocompetentes del area mediterrdnea se basan en estudios realizados
principalmente en nifios (62)(64)(84)(114)(115), siendo de eleccién los complejos de

anfotericina B entre 18 y 21 mg/kg de dosis total, con diferentes esquemas de
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tratamiento (dos dosis en dias consecutivos, dosis en 6 dias o en 7 dias) como reflejan
también las guias clinicas de la OMS (3)(49)(116). Con estas pautas, las tasas de
recidiva y mortalidad en inmunocompetentes de nuestro medio con anfotericina B
liposomal son inferiores al 5% (62)(64)(114). No obstante, con dosis inferiores, como
15 mg/kg, se puede curar definitivamente al 90% de los pacientes (64), habiéndose
objetivado una mayor probabilidad de curacién a mayor dosis usada. En otras areas
geograficas, donde la especie responsable de LV es L. donovani, la respuesta es
diferente. En el subcontinente indio las dosis precisas para obtener similares tasas de
curacion son menores, siendo suficiente una dosis Unica de 10 mg/kg dosis total (117),
mientras que en el este de Africa la respuesta a anfotericina B liposomal es inferior a la
pauta de eleccion en esta zona que es la combinacién de antimoniales y
paramomicina, aunque la alta prevalencia de co-infeccion por VIH dificulta Ia
interpretacion de estos resultados (118).

En nuestra serie, todos los pacientes inmunocompetentes presentaron muy
buena respuesta inicial al tratamiento ya que se consideraron clinicamente curados a
final de tratamiento segin la definicion propuesta por la OMS (3)(49),
independientemente de la dosis recibida (que fue al menos de 15 mg/Kg), que era lo
esperable. Sin embargo, el porcentaje de recidivas en inmunocompetentes fue
claramente superior al esperado, cercano al 10%. Muy interesante es que 6 de los 7
pacientes que recidivaron recibieron dosis consideradas adecuadas segun las guias de
tratamiento de la LV en inmunocompetentes, es decir al menos 18mg/kg dosis total.
Con esta dosis, los resultados previamente descritos de recidivas estan por debajo del
3% en inmunocompetentes (64), aunque en nuestra serie el porcentaje de recidivas de

los pacientes que recibieron dosis menores de 21 mg/Kg (entre 15-18 mg/Kg) fue
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superior al 50%, por unicamente el 4.5% de recidivas en pacientes con un tratamiento
minimo de 21 mg/Kg. Esta alta tasa de recidivas podria explicarse por una cierta
susceptibilidad de los pacientes, uno de ellos tenia 95 afos de edad, y 5 pacientes eran
de etnia negra, lo que nos deja de nuevo la duda respecto a los posibles factores
intrinsecos predisponentes en este grupo étnico. De hecho, mas del 70% de los
pacientes que recidivaron eran de raza negra (independientemente del lugar de
nacimiento) aunque, a pesar de que la tasa de recidiva en este grupo fue casi el doble
que en los pacientes de otras etnias (12% vs 6.5%), la diferencia no resulté
estadisticamente significativa. De hecho, tras analizar distintos factores de forma
independiente, el Unico factor de riesgo que hemos encontrado en nuestra serie para
predecir una recidiva fue el tratamiento incorrecto segun estas guias clinicas.

Por otro lado, tampoco podemos descartar un mayor grado de virulencia de la
cepa del brote como causa de estos resultados. De hecho, esta cepa se ha mostrado
diferente a la descrita en ningln otro lugar del mundo hasta ahora (52), siendo una
cepa adaptada a la liebre (53) y de la que estudios preliminares sugieren una mayor
virulencia que la cepa predominante en Espafia hasta ahora (119).

En cualquier caso, y en vista de nuestros resultados, en nuestro medio no
recomendamos usar dosis inferiores a 21 mg/kg en inmunocompetentes, y en
pacientes de etnia negra se podrian plantear dosis incluso algo superiores.

Posteriormente todos los pacientes que recidivaron fueron tratados de nuevo
con diferentes pautas, desde 21 a 40 mg/Kg, siendo todas eficaces y sin haberse
producido nuevas recaidas.

A falta de una prueba que confirme la curacién definitiva de la enfermedad, se

considera como paciente definitivamente curado el que no presenta sintomas al cabo
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de 6 meses tras el fin de tratamiento (3). Sin embargo, en uno de los pacientes
inmunocompetentes que recidivé (y un inmunodeprimido), la recaida se produjo
pasado ese tiempo, a los 9 meses. En nuestra experiencia el seguimiento de estos
pacientes tras el tratamiento debe extenderse al afio, como sugieren las
recomendaciones mas recientes, basadas en parte en nuestra experiencia (49).

Hemos descrito la reinfeccion de una mujer sub-sahariana que, tras resolverse
su LV, volvié a presentar una leishmaniasis cutdnea un afio después. La coexistencia de
ambas formas de presentacidn es excepcional y solo se ha descrito en pacientes muy
inmunodeprimidos (120)(121). Esto se debe a que los mecanismos inmunoldgicos que
permiten o impiden que se produzca una u otra forma cinica, aunque aun no del todo
conocidos, si son claramente diferentes. Como ya hemos comentado, en un caso la
respuesta inmune es capaz de controlar la infeccién en el mismo punto de inoculacién
(LC), y en el otro es incapaz de controlarla y la infeccién se disemina por todo el
organismo (LV). Siendo asi, parece evidente que para que se produzca una LC después
de haber sufrido una LV, esta nueva forma de presentacién tiene que deberse a una
nueva picadura, que ahora se produce en un organismo que ha aprendido a combatir
la infeccidn. Quiza por ello, no hemos encontrado en la literatura descrita la presencia
de LC y LV de forma consecutiva en un mismo paciente.

Respecto a la mortalidad global de la serie, solo tres pacientes han fallecido, los
tres inmunodeprimidos, aunque dos de ellos presentaban una cirrosis en situacion de
pre-trasplante y su causa fundamental de muerte se consideré la hepatopatia crénica.
En nuestra experiencia, la evolucién de los pacientes cirrdticos ha dependido mas de
su situacién basal en relacién con su enfermedad de base que de la propia LV. Un

paciente fallecid sin llegar a recibir tratamiento y otro paciente, que se curd y recidivé
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posteriormente, también fallecié por complicaciones de su cirrosis. Los pacientes
oncolégicos, por el contrario, presentaron todos buena evolucidn,

independientemente de la dosis de tratamiento empleada, sin recidivas.

En general en nuestra serie los tratamientos con anfotericina B han sido bien
tolerados. Hay que tener en cuenta que entre las razones de su progresiva
introduccion como farmaco de primera linea en los paises desarrollados a pesar de su
elevado precio, sustituyendo a otros farmacos eficaces como los antimoniales, se
encuentra la mala tolerancia de estos, con moderados a graves efectos secundarios
que en algunos casos han sido fatales (114)(122). Aun asi, la anfotericina B liposomal
no estd exenta de efectos adversos, y entre los mas habituales en nuestro caso se han
observado el deterioro de la funcidn renal, de forma frecuente y reversible tras la
finalizacidon del tratamiento, y la tiritona, sin observarse diferencias en funcién del
estatus inmune. Por tanto, y ante la presencia de insuficiencia renal, se puede optar
por continuar el tratamiento sin modificar la dosis diaria o espaciar el mismo sin ser
necesario suspenderlo, ya que en todos los casos la afectacion renal es reversible.

Respecto a sus distintas formulaciones, nuestra experiencia con la anfotericina
B liposomal, ademas de extensa (dado que la mayoria de los pacientes se han tratado
con este farmaco), ha sido mas satisfactoria que con la anfotericina B complejo
lipidico. Aunque fueron pocos los pacientes tratados con ABCL, si presentaron mas
efectos secundarios de forma estadisticamente significativa, y también se produjeron
mas recidivas (incluyendo también al Unico paciente de nuestra serie considerado
fracaso a final de tratamiento) que con ABL. Estos hallazgos son congruentes con lo

reportado previamente (123).
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Leishmaniasis visceral. Comparacion con casos anteriores al brote

Aunque es complicado extraer muchas conclusiones dado el escaso nimero de
pacientes que habian sido atendidos antes del inicio del brote epidémico, si nos
permite realizar algunas consideraciones que nos parecen interesantes.

Lo mas destacable son las diferencias en el perfil epidemioldgico, que ya hemos
discutido previamente en anteriores apartados. El predominio de pacientes
inmunosuprimidos VIH condiciona el resto de hallazgos y pensamos que explica las
otras dos claras diferencias que hemos encontrado: Por un lado por los niveles mas
bajos de PCR, que ya hemos comentado también que durante el brote fueron menores
en los pacientes inmunodeprimidos fundamentalmente a costa de los VIH, y por otro
por el menor numero de pacientes que cumplian criterios de sindrome
hemofagocitico, probablemente porque uno de los criterios como es la fiebre no
estuvo tan presente (como también hemos comentado que ocurria entre los pacientes
VIH del brote).

De la misma manera que hemos destacado el elevado nimero de pacientes
inmigrantes y de etnia africana afectados durante el brote epidémico, comprobamos
gue es una tendencia que ya se observaba en los casos anteriores al mismo, aunque de
forma menos llamativa dado el pequefio tamafio muestral de los afectados. De nuevo
esto refuerza la necesidad de entender los mecanismos que predisponen a enfermar
con una determinada forma de presentacién. Por nuestra parte si que estos datos nos
estan influyendo a la hora de elevar la sospecha diagndstica en pacientes de raza
negra, ya sean nativos espafioles o extranjeros, aunque estos provengan de paises
donde la leishmaniasis no sea endémica (o precisamente por ello como se ha

comentado).

125



Como es esperable, a medida que han ido apareciendo mas casos de LV se han
ido reduciendo los tiempos hasta el diagndstico definitivo, principalmente porque la
sospecha diagndstica de leishmaniasis ante un paciente que consulta por fiebre y
pancitopenia ha pasado de ser una etiologia infrecuente dentro de un amplio abanico
de diagndsticos diferenciales, a la primera causa a descartar en nuestro entorno. A
esta mejora también ha contribuido de forma evidente el mayor acceso a diferentes
técnicas diagndsticas como el test rapido rk39-ICT, que ya ha sido comentado, que no
se empezd a utilizar en nuestro hospital hasta bien comenzado el brote, y que ha
acelerado tanto el diagndstico como el tratamiento precoz en los casos graves.
Tampoco la PCR en sangre estuvo disponible en la época anterior al brote y, aunque en
menor medida dada su reciente incorporacién, también ha venido a facilitar el
diagndstico y a mejorar la seguridad en la confirmacion de los casos.

En cuanto al tratamiento de los pacientes, comprobamos que en los casos
anteriores se cumplieron patrones similares a los que hemos observado, a mayor
escala, durante el brote epidémico. Esto es, en general buena respuesta a final de
tratamiento de todos los pacientes, con recidivas que se produjeron posteriormente,
en los pacientes VIH que abandonaron la profilaxis o no recuperaron niveles de CD4, y
en un paciente inmunocompetente que se habia tratado con dosis de 15mg/Kg de

ABCL.
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LEISHMANIASIS GANGLIONAR

Uno de los aspectos mas llamativos y a la vez novedosos de este brote
epidémico ha sido el gran numero de pacientes, todos ellos inmunocompetentes, que
se han visto afectados con una forma de presentacion muy poco conocida por L.
infantum, la leishmaniasis ganglionar (o leishmanial localized lymphadenopathy, LLL),
que si estaba descrita para otras especies de Leishmania pero ninguna de ellas
causante de LV, como L. braziliensis, L. tropica o L. major(35)(40)(42)(124). De hecho es
la mayor serie de casos de LLL por L. infantum descrita hasta la fecha y que hemos
publicado cuando aun solo habiamos recogido 17 casos (125). Previamente tan solo
habia casos aislados descritos en Europa, en algunos de ellos sin identificar siquiera la
especie causal (41)(126)(127)(128)(129)(130)(131)(132) y uno posterior a nuestra serie

(133).

La particularidad de L. infantum de producir tanto leishmaniasis visceral y
leishmaniasis cutdnea en pacientes inmunocompetentes, y la conocida presencia de
adenopatias en el contexto de leishmaniasis visceral por L. donovani (17), nos planted
la duda razonable de cémo distinguir la forma visceral con adenopatias de la forma
ganglionar localizada. Hemos comprobado cdmo las caracteristicas clinicas, el perfil
diagndstico y la evolucidn de los pacientes con LLL se han diferenciado claramente de
las observadas en los pacientes con LV tipica, por lo que nos parece claro que hay que
considerarla una entidad aparte, por otro lado, facilmente reconocible. A continuacién,

discutiremos de forma mas detallada estas diferencias.
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Caracteristicas epidemioldgicas

En primer lugar, el cldsico predominio entre el sexo masculino descrito
habitualmente en la LV, que también hemos observado en nuestra serie, no se ha visto
reflejado en los pacientes con LLL, en los que el porcentaje entre sexos ha sido mas
equilibrado, como ocurre en la LC (68). En los casos previamente descritos de forma
aislada, se han visto afectados tanto hombres como mujeres sin que se haya podido
observar ninguna tendencia, salvo en la serie irani por L. tropica donde predominan los
varones (42).

Respecto a la edad de los pacientes no ha habido diferencias con la LV tipica en
cuanto a la edad media pero, como dijimos entonces, el pico de edad de la forma
ganglionar (LLL) estd entre los 50 y los 60 afios, como ocurre con la LC (68), en posible
relacion con cierto grado de inmunidad previa en la poblacién de mas edad que evita
la progresion a la forma visceral. Los casos de Oriente Medio, por el contrario, suelen
ocurrir en nifios menores de 12 afios (42), mientras que los pocos casos reportados por
L. infantum se han descrito en pacientes de entre 25 y 60 afos
(41)(126)(127)(128)(129)(130)(131)(132)(133). No tenemos constancia de que en
nuestro brote se haya diagnosticado a ningun nifio de LLL.

También hemos comentado previamente la gran cantidad de pacientes de raza
negra y/o de origen subsahariano afectados de LV tipica, mientras que en la LLL, al
igual que en la LC (68), el porcentaje de pacientes de etnia africana es muy pequefio,
destacando cémo este hecho va en contra de un factor de exposicion y a favor de
mecanismos genéticos intrinsecos en esta etnia.

Respecto al estatus inmunoldgico, todos los pacientes con LLL sin excepcion

fueron inmunocompetentes. En general los casos descritos previamente en la
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literatura nos hablan de pacientes aparentemente sanos, aunque Garcia-Gonzalez et al
describen dos casos de una mujer esplenectomizada por anemia hemolitica, y otro
paciente con antecedente de un Linfoma de Hodgkin, aunque en remision completa
(130).

Por tanto, el perfil epidemioldogico de los pacientes LLL es totalmente
superponible a los pacientes con LC, y completamente diferente al de la LV. No hay un
predominio por sexos, el pico de edad ocurre en la década de los 50 afios, aunque
todas las edades son afectadas, el perfil étnico es similar al de la poblacién y los
pacientes son inmunocompetentes. Aunque desconocemos los mecanismos exactos
por los que se produce la LLL, parece evidente que se necesita un sistema
inmunolégico que produzca una respuesta celular adecuada mediada por los linfocitos
T que permita controlar la infeccion en los ganglios sin que llegue a diseminarse por el

organismo, de forma similar a como se produce en la LC (106).

Cuadro clinico

Aqui si podemos resaltar cémo en todos y cada uno de los parametros clinicos
se observaron diferencias significativas entre la LV y la LLL. El cuadro clinico de la LLL se
puede resumir en adenopatias de larga evolucion (media de 3 meses), sin fiebre ni otra
sintomatologia sistémica. Al menos en nuestra serie ningun paciente refirié molestias a
ningun nivel que no fueran las estrictamente relacionadas a nivel local con la
adenopatia o adenopatias concretas (y ya hemos comentado que en nuestra serie de
LV tipica se observo un llamativo y heterogéneo grupo de sintomas focalizadores a
varios niveles entre los motivos de consulta de los pacientes). De forma similar a

nuestra serie, en los casos descritos con anterioridad se detalla un cuadro de
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adenopatia/s sin fiebre en todos los pacientes, en general sin especificar otros
sintomas, salvo en un caso al menos donde el paciente referia un cuadro de astenia
intensa acompanando a la adenopatia, en este caso cervical (133).

Respecto al numero y localizacién de las adenopatias hay cierta heterogeneidad
entre los pacientes de nuestra serie, de la misma manera que en los casos previos. Se
puede tratar de una adenopatia aislada o de varias y, aunque la localizacion en el
territorio cervical y alrededores es claramente la mas frecuente (en cualquiera de sus
formas: laterocervical, submandibular, parotideo, pre y retroauricular), pueden
aparecer en cualquier otro territorio (en nuestro caso supraclavicular, axilar e
inguinal). Esta distribucidon de las lesiones podria ser esperable si asumimos que la
adenopatia es una respuesta inmunoldgica del organismo como contencién del
pardsito tras la picadura del mosquito, y esta se va a producir generalmente en areas
expuestas (y cabeza y cuello parecen las zonas mas razonables). El hecho de que en
nuestra serie mas del 25% de los casos presentaran de forma concomitante una lesién
cutanea sospechosa en una zona proxima a la adenopatia apoya esta teoria. Y a su vez
nos debe llamar la atencién el hecho de que aparezcan adenopatias en diferentes
territorios ganglionares, algo infrecuente en nuestra serie, con lo que se podria
sospechar una suerte de diseminacion de la enfermedad, como comentaremos a
continuacion. En los casos previos también se observa un predominio por la afectacion
de un territorio Unico, mas frecuentemente cervical (128)(131)(132)(133), aunque
también se ha descrito algun caso de afectacidon de varios territorios ganglionares
(129).

En cuanto a la esplenomegalia y pancitopenia clasicas de la LV, Unicamente una

paciente con LLL presentd ambas en el estudio diagndstico. Esta paciente, como ya se
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comentd en el apartado de Resultados, fue la Unica que posteriormente no respondié
adecuadamente al tratamiento, progresando en la evolucidon con aparicién de nuevas
adenopatias en diferentes territorios ganglionares. Una segunda paciente de nuestra
serie presentd anemia y leucopenia, pero sin esplenomegalia ni otras alteraciones. El
resto de pacientes de nuestra serie de LLL no presentaron ninguna alteracién analitica,
ni siquiera elevacion de reactantes de fase aguda, de la misma manera que en los
casos descritos hasta ahora, y con gran diferencia respecto a la LV tipica. Valorando
posteriormente las caracteristicas y la evolucién de esta primera paciente,
consideramos que podria haberse tratado de una LV atipica que debuté como
adenopatia ganglionar aislada. Las alteraciones analiticas y la presencia de
esplenomegalia sugieren que dicha paciente es la Unica que realmente tenia
afectacidén visceral. Hay que destacar entre sus antecedentes que presentaba un
Sindrome de Noonan, un trastorno genético por alteracién del cromosoma 12, que
afecta a varios sistemas y caracteristicamente produce alteraciones en el desarrollo
cardiaco y musculoesquelético. En este caso, aunque a priori el sindrome no tiene
descritas alteraciones en la inmunidad celular, tampoco podemos descartar que esta
condicién hubiera influido en la evolucidn.

Debemos destacar que no es descartable que alguno de estos pacientes pueda
tener parasitos de Leishmania en 6rganos profundos. Se han encontrado especies que
no producen afectacién visceral, como L. tropica, en bazo (124). Se ha descrito
persistencia de los parasitos en diferentes érganos de pacientes clinicamente curados
tras el tratamiento (134)(135), y se conoce que hay pacientes inmunocompetentes
asintomaticos con PCR positiva para Leishmania (136). En todos estos casos, salvo

inmunodepresidn, estos pacientes nunca desarrollaran clinica. No hay garantia, por
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tanto, de que ningln tratamiento pueda eliminar todos los parasitos de Leishmania de
un paciente, y la experiencia no ha mostrado beneficio clinico alguno de tratar
pacientes asintomaticos. Por ello las recomendaciones de tratamiento de LV exigen
que los pacientes cumplan sintomas de LV (3). En ninguno de nuestros pacientes
realizamos aspirado de médula 6sea para excluir la presencia de LV, asi como en la
mayoria de los casos descritos en la literatura, aunque aquellos casos de LLL por L.
infantum donde se realiz6 aspirado de médula ésea no se encontré Leishmania
(126)(133).

Como hemos visto, en nuestra serie la coexistencia de adenopatias y LV fue
infrecuente, solo ocurrié en 3 casos, y todos ellos eran pacientes inmunodeprimidos
(dos pacientes VIH y uno en tratamiento inmunosupresor). En dos de ellos se vieron
afectados diferentes territorios ganglionares y en ninguno se demostré Leishmania en
la PAAF del ganglio. La presencia de adenopatias es frecuente en la leishmaniasis
diagnosticada en Sudan del Sur, donde la especie endémica es L. donovani y se ha
descrito hasta un 84% de pacientes con adenopatias (17), pero en este caso los
pacientes se presentaron con fiebre en todos los casos, esplenomegalia en 96% y con

pancitopenia en la mayoria, un perfil clinico claramente diferente al de la LLL.

Diagndstico

A la hora de realizar el diagndstico, hemos comprobado que las técnicas
clasicas utilizadas para la LV no son ni tan rentables, ni practicamente necesarias en
muchos casos, para el diagndstico de la LLL. El diagndstico en este caso se basa en la
PAAF de las adenopatias, en la que mayoritariamente se observa una linfadenitis

granulomatosa no necrotizante (aunque en algunas ocasiones puede ser necrotizante),
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y se confirma al objetivarse los parasitos de Leishmania, o cuerpos de Leishman-
Donovan. En nuestra serie ocurrié asi en practicamente todos los casos, aunque en dos
no se llegaron a visualizar los parasitos y fue necesario recurrir a otras técnicas como la
PCR y la serologia. Esto es importante en cuanto a que la linfadenitis granulomatosa es
un hallazgo que se puede encontrar en multitud de enfermedades diferentes, tanto
infecciosas como no infecciosas (137), por lo que ante un paciente que se presenta con
adenopatia Unica o multiple, sin fiebre ni otra clinica sistémica, puede ser dificil de
diagnosticar en un contexto de baja sospecha clinica de leishmaniasis,
fundamentalmente si no se objetivan los cuerpos de Leishman-Donovan.

Dado el escaso numero de pacientes descritos en la literatura con LLL por
L.infantum no hay estudios anatomopatoldgicos con los que podamos comparar la
frecuencia de los hallazgos citolégicos de nuestra serie. En general en los casos
referidos con anterioridad, dado que la primera sospecha clinica a descartar era de
sindrome linfoproliferativo, habitualmente se ha biopsiado la adenopatia afectada, y el
diagndstico se ha realizado en todos los casos tras objetivar los cuerpos de Leishman-
Donovan (41)(126)(127)(128)(129)(130)(131)(132)(133). Por tanto, no es descartable
gue haya habido mas pacientes en los que no se hayan observado los parasitos, y por
tanto no hayan podido ser diagnosticados, por la falta de sospecha clinica. De hecho,
esta misma revision de Asano (2012) sobre la linfadenitis granulomatosa (137) ni
siquiera incluye la leishmaniasis dentro del amplio diagndstico diferencial. En cualquier
caso, la evolucién benigna de la enfermedad tranquiliza en cuanto a los diagndsticos
perdidos.

Un tipo similar de linfadenitis por Leishmania si que ha sido ampliamente

estudiada en una serie de pacientes iranies con una presentacién similar a la LLL por
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L.infantum, en este caso por L.tropica 42), una especie solo relacionada hasta entonces
con la leishmaniasis cutdnea. En su serie de 70 adenopatias biopsiadas dividieron los
hallazgos en 5 grupos de linfadenitis en funcién de las caracteristicas citoldgicas
observadas: inflamacién aguda con células gigantes, granulomas histiociticos,
granulomas epitelioides, tipo células plasmaticas y tipo hisitoplasmocitico mixto,
aunque siempre siendo necesaria la demostracion de los cuerpos de Leishman-
Donovan para confirmar el diagndstico. En una revisién mas reciente de 170 casos de
linfadenitis por L.tropica (43), hasta en 50 casos no se observaron los parasitos,
concluyendo que se deben valorar ciertos hallazgos citolégicos sugerentes de la
infeccidn por Leishmania, en los casos en los que no existan los cuerpos de L-D, o sean
tan escasos que pasen desapercibidos.

No hay que olvidar, en cualquier caso, que estas series se refieren
exclusivamente a L. tropica que, a diferencia de L.infantum, no produce leishmaniasis
visceral, por lo que no sabemos si estos resultados son extrapolables a nuestra serie de
LLL.

En nuestra serie, de los dos casos en los que no se vieron parasitos en la PAAF,
uno se resolvid solo sin tratamiento, y el otro con dosis bajas del mismo. Habria que
valorar si el hecho de no visualizarse parasitos puede implicar buen prondstico, por
encontrarse en fase de resolucién, aunque harian falta bastantes mas casos para poder
afirmarlo. Hubo un caso en el que si se vieron los cuerpos de L-D y que no se llegd a
tratar; posteriormente se realizd de nuevo una biopsia para descartar otras patologias
y ya no se volvieron a visualizar los parasitos, lo que podria apoyar esa teoria, aunque
el paciente tenia una linfadenitis granulomatosa necrotizante, caracteristica de

infeccion por micobacterias. Hay que destacar que en este paciente se habria
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planteado el diagndéstico y probablemente tratamiento de tuberculosis en caso de no

tener PAAF previa con visualizacion de Leishmania.

Fig. 26. Linfadenitis granulomatosa no necrotizante (A), con parasitos de L.infantum (B) en uno de
nuestros pacientes con LLL (cortesia Dr. Juan Carlos Tardio).
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Aparte de la PAAF, la PCR de Leishmania en ganglio parece ser la prueba mas
rentable en la LLL, mostrando una sensibilidad del 100% tanto en nuestra serie como
en los casos descritos previamente. Por tanto, deberia plantearse en todos los
pacientes con sospecha clinica en los que no se hayan objetivado los parasitos en la
PAAF. La serologia, por el contrario, no parece tan rentable como en la LV, al igual que
el test rapido rk39-ICT, y la PCR en sangre, en caso de que fuera positiva (algo que no
ocurrié en los 3 pacientes en los que se utilizd). Este dato apoya de nuevo el
comportamiento inmunoldgico de la LLL, mds cercano a la LC, donde la ausencia de
activacion de la inmunidad celular THelper 2 evita la sintesis y liberacion de
anticuerpos especificos para Leishmania (106).

Por tanto, en cuanto a la sospecha clinica, la LLL deberia formar parte del
diagndstico diferencial de cualquier paciente con adenopatias a estudio que viva o
haya estado de paso en zonas endémicas, especialmente si el hallazgo histoldgico

muestra granulomas.

Tratamiento y evolucion

Evaluar la curacion clinica a final de tratamiento de LLL es complicado, ya que al
final del mismo las adenopatias no habian desaparecido en casi ningln caso.
Consideramos respuesta a tratamiento la no aparicion de nuevas adenopatias vy la
ausencia de sintomas sistémicos. Con estos criterios, respondieron al tratamiento
todos los pacientes salvo la paciente ya descrita con sindrome de Noonan.

Sin embargo, a diferencia de la LV, en el caso de la LLL no ha habido ninguna
recidiva posterior tras mds de 5 afios de seguimiento de la cohorte,

independientemente de las dosis de tratamiento empleadas, y utilizando dosis
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menores a las recomendadas por las guias clinicas para LV en el darea mediterranea.
Aqui hay que recordar que no existe aun una pauta concreta recomendada para la LLL
por L. infantum. Dado que solo se habian descrito casos aislados de LLL, hasta ahora se
habia considerado una forma atipica de LV, por lo que las dosis empleadas han sido las
recomendadas para LV por Linfantum vy siempre con buena evolucion
(41)(126)(127)(128)(129)(130)(131)(132)(133). En nuestra serie incluso algunos
pacientes han presentado resolucion espontdnea, aunque lenta, sin ningun
tratamiento, evolucidon que estd bien documentada en el caso de LLL por L. tropica
(42).

La Unica excepcidn fue la paciente que ya ha sido comentada, que se considerd
fracaso a final de tratamiento por progresién de las adenopatias y que precisamente
habia sido tratada con dosis de las consideradas adecuadas para LV tipica (21mg/Kg de
anfotericina B liposomal). Tras retratamiento con 40mg/Kg se resolvié definitivamente
el cuadro.

En general el tratamiento con anfotericina B liposomal fue peor tolerado por
los pacientes con LLL, a pesar de su mejor evolucién, que por los pacientes con LV, de

forma estadisticamente significativa.

Respuesta celular en LLL

Debemos destacar los resultados de los estudios inmunoldgicos realizados a los
pacientes con LLL, que nunca se han realizado hasta la fecha. Nuestro grupo ya ha
demostrado la utilidad de estos test como predictores de buena evolucién clinica de
los pacientes con LV tras tratamiento en diferentes escenarios (27)(30), siendo reflejo

de una adecuada respuesta inmune celular frente a Leishmania. No es sorprendente
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que, de acuerdo a la buena evolucidn de los pacientes con LLL, con curacidn
espontdnea en algunos casos y sin evolucidon a forma visceral, los pacientes con LLL
antes de tratamiento tengan un perfil inmunolégico similar a los pacientes con LV tras
tratamiento (resultados no mostrados) y similares a LLL tras tratamiento. Si esta
herramienta puede ser util para decidir los pacientes susceptibles de tratarse o no

podria investigarse en futuros estudios.

En definitiva, todo ello nos hace replantearnos la necesidad de tratamiento de
esta entidad que, como hemos comprobado, se diferencia claramente de la LV en casi
todos los aspectos estudiados. Al no poder identificar en este momento los casos de
resolucidn espontdnea, a nuestro juicio, esta justificado el tratamiento sistémico de Ia
LLL, aunque consideramos que se pueden utilizar dosis menores a las actualmente
recomendadas para LV en el drea mediterranea.

En nuestra experiencia la dosis de anfotericina B liposomal de 10 mg/kg dosis
total ha funcionado bien, y se podria usar en nuestra opinidn siempre que el paciente
cumpla criterios de LLL: adenopatias sin fiebre, esplenomegalia, pancitopenia o

elevacion de reactantes de fase aguda.
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Limitaciones de nuestro trabajo

Las limitaciones de nuestros resultados incluyen la incapacidad para extrapolar
conclusiones con respecto a los pacientes receptores de trasplante de dérganos vy los
nifios con LV, dado que ya hemos explicado las razones por las que no han sido
incluidos. Independientemente no consideramos que este hecho afecte a los
resultados del estudio ya que se trata de pacientes con peculiaridades diferentes a las
de los pacientes estudiados por nosotros.

Ademds, nuestros resultados tienen limitaciones inherentes a los estudios
observacionales, que no permiten establecer conclusiones definitivas sobre los
regimenes de diagndstico y tratamiento debido a la necesidad de ensayos clinicos
comparativos aleatorizados. Como es comprensible, la prioridad en el contexto de este
brote inesperado fue el tratamiento de los pacientes y no permitié el disefio de un

ensayo doble ciego adecuado.
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CONCLUSIONES
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En regiones endémicas, se debe estar vigilante ante la posibilidad de una
leishmaniasis visceral, no solo en pacientes inmunodeprimidos como es
habitual, sino también en inmunocompetentes.

Entre las personas inmunocompetentes, los varones tienen mayor riesgo
que las mujeres de padecer una leishmaniasis visceral.

Existe una sospecha razonable para considerar que los pacientes de raza
negra y/o de origen subsahariano poseen unas condiciones intrinsecas que
les hacen mas susceptibles a presentar una leishmaniasis visceral en caso de
infeccion por Leishmania.

Ante cualquier paciente diagnosticado de sindrome hemofagocitico o HLH
es obligado descartar leishmaniasis de forma activa, cuanto menos con
pruebas tanto seroldgicas como parasitolégicas.

Los pacientes inmunocompetentes presentan la clinica tipica de LV (fiebre,
pancitopenia, esplenomegalia, y elevacidn de reactantes de fase aguda) con
mayor frecuencia que los inmunodeprimidos, lo que deberia orientar mejor
al diagndstico. La presencia de autoanticuerpos o de otras serologias
positivas en estos pacientes no debe hacer pensar en un diagndstico
alternativo hasta haber descartado completamente la leishmaniasis como
etiologia.

El test rK-39-ICT, a pesar de su menor sensibilidad respecto a lo publicado
en otra series, se ha mostrado util en el contexto de un brote epidémico por

L. infantum, para realizar el diagndstico de forma rapida y poder iniciar el
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10.

11.

12.

tratamiento de los casos graves. Combinado con la serologia convencional
permite a su vez descartar el diagndstico en el 99% de los casos.

Los regimenes de tratamiento recomendados en las guias de la OMS para
LV por L. infantum en el area mediterrdnea han funcionado en general bien,
excepto por una tasa inesperadamente alta de recidivas en los pacientes
inmunocompetentes tratados con 18 mg/Kg de ABL dosis total. En nuestro
medio no recomendamos utilizar menos de 21mg/Kg, y se podrian valorar
incluso dosis mayores si se trata de pacientes de etnia subsahariana.

El seguimiento de los pacientes inmunocompetentes con LV deberia ser de
al menos un afio tras el tratamiento para confirmar la ausencia de recidivas.
Hemos diagnosticado un importante nimero de casos de LLL, todos ellos en
pacientes inmunocompetentes, siendo la mayor serie de LLL por L. infantum
descrita hasta la fecha.

La definicion de LLL por L. infantum seria: adenopatia/s como Unica forma
de presentacidn, sin repercusion sistémica ni analitica y con reactantes de
fase aguda normales, en paciente inmunocompetente.

El diagndstico de LLL se realiza por PAAF del ganglio afectado. El hallazgo
mas frecuente es la linfadenitis granulomatosa pudiendo o no objetivarse
los parasitos de Leishmania. En los casos en que no se visualice el parasito
el diagndstico se confirma por PCR en el propio ganglio. Las serologias en
sangre no son rentables.

En nuestra experiencia los pacientes que cumplen criterios de LLL por L.
infantum pueden tratarse con dosis mas bajas de las recomendadas para la

LV del drea mediterranea. En nuestra experiencia la dosis de anfotericina B



liposomal a dosis de 10 mg/kg dosis total seria suficiente. En casos
seleccionados se podria hacer observacién clinica sin tratamiento.

13. Se debe incluir la leishmaniasis en el diagnéstico diferencial de cualquier
adenopatia aislada a estudio en dreas endémicas.

14. Por sus caracteristicas clinicas y evolutivas claramente diferenciadas, la LLL
deberia plantearse como una entidad diferente a medio camino entre la LV

y la LC, y no como una mera presentacion atipica de las anteriores.
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DOCUMENTO DE INFORMACION AL PARTICIPANTE EN EL ESTUDIO DE INVESTIGACION

Titulo del Estudio de Investigacion:
ESTUDIO SOBRE LA EVOLUCION DE LA RESPUESTA CELULAR DE PACIENTES ENFERMOS
CON LAS DIFERENTES FORMAS CLINICAS DE LEISHMANIASIS

INVESTIGADORES: Juan Victor San Martin!, Luis Horrillo!, Alicia Castro!, Elena
Madrofial!, Belén Matia?, Alberto Romero?, Marta Aguado?, Laura Molina Esteban3,
Eugenia Carrillo?, Javier Moreno®.

1 Servicio de Medicina Interna. Hospital Universitario de Fuenlabrada. Madrid.
2 Servicio de Dermatologia. Hospital Universitario de Fuenlabrada. Madrid
3 Servicio de Analisis Clinicos. Hospital Universitario de Fuenlabrada. Madrid

4 Unidad de Leishmaniasis y Enfermedad de Chagas. Centro Nacional de
Microbiologia, Instituto de Salud Carlos Ill, Madrid.

En el Hospital Universitario de Fuenlabrada, igual que en la mayoria de
hospitales, ademds de la asistencia a los pacientes, se realiza investigacién biomédica.
La finalidad de esta investigacion es progresar en el conocimiento de las enfermedades
y en su prevencién, diagndstico, prondstico y tratamiento. Esta investigacion
biomédica requiere recoger datos clinicos y muestras bioldgicas de pacientes vy
donantes sanos para analizarlos y obtener conclusiones con el objetivo de conocer
mejor las enfermedades y avanzar su diagndstico y/o tratamiento.

Este documento tiene por objeto ofrecerle informacién sobre un estudio de
investigacion en el que se le invita a participar. El centro coordinador del estudio sera
el Hospital de Fuenlabrada en colaboracién con la Unidad de Leishmaniasis y
Enfermedad de Chagas (Centro Nacional de Microbiologia, Instituto de Salud Carlos I,
Madrid). El estudio fue aprobado por el Comité Etico de Investigacién Clinica del
hospital de Fuenlabrada.

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

La participacién en este estudio es completamente voluntaria. Vd. puede
decidir no participar, o, si acepta hacerlo, cambiar de parecer retirando el
consentimiento en cualquier momento sin obligacion de dar explicaciones. Le
aseguramos que esta decision no afectara a la relacién con su médico ni a la asistencia
sanitaria a la que Vd. tiene derecho.

Siguiendo lo establecido por la Ley 14/2007, de Investigacion Biomédica, la Ley
Organica 15/1999, de Proteccion de Datos Personales, y sus normas de desarrollo, le
solicitamos que lea detenidamente este documento de informacién y el
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consentimiento informado que se le adjunta al final para su firma, si esta de acuerdo
en participar en esta propuesta.

éCual es el propésito del estudio?

Recientemente se ha detectado un brote de una enfermedad infecciosa
llamada Leishmaniasis en la ciudad de Fuenlabrada. La Leishmaniasis se adquiere por
la picadura de un mosquito que inocula un parasito (la Leishmania) en la sangre del ser
humano. Tiene varias presentaciones clinicas, desde la forma cutanea hasta la visceral,
que es la mds grave y puede suponer una situacidon de riesgo vital. Se trata de una
enfermedad rara sobre la que existe poca informacion por su poca frecuencia.

Este brote endémico es una oportunidad para un mejor estudio de esta
enfermedad y valorar la necesidad de la prevencién en pacientes de alto riesgo de
padecer la enfermedad, como los pacientes receptores de trasplante de drgano sélido.

El fin de este estudio es evaluar la respuesta inmunoldgica frente a la
Leishmania en los pacientes antes y después del tratamiento de la misma. Este estudio
representard la mayor recopilacién de datos realizada en Europa sobre esta
enfermedad y proporcionard datos sobre la presentacion clinica, exdamenes
diagndsticos y respuesta inmune contra la Leishmania de valor incalculable.

éPor qué me ofrecen participar a mi?
Vd. estd invitado a participar porque se le ha detectado la enfermedad.
Se espera que participen unas 50 personas en el estudio.

¢En qué consiste mi participacion?

Si usted decide tomar parte en este estudio se le asignaran un total de 4 visitas
con los investigadores. Las visitas estaran integradas en la asistencia que recibirad por
su médico habitual, que le realizara el seguimiento que precise aunque decida no
participar en el estudio

Dia 0: Esta visita se realizard ANTES del tratamiento de la enfermedad. En esta
primera visita le tomardn una muestra de sangre. Estas muestras se utilizaran cémo
punto de referencia para comprobar como responde su sistema inmunoldgico.

Mes 3: Se realizard un breve cuestionario sobre sintomas o signos que hayan
podido aparecer en el tiempo transcurrido DESPUES del tratamiento y se tomaran

nuevas muestras de sangre.

Mes 6: En esta visita se realizard de nuevo el mismo cuestionario y se tomaran
muestras de sangre.

Mes 12: En esta visita se realizara de nuevo el mismo cuestionario y se tomaran
las Ultimas muestras de sangre y orina.
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En cada visita le tomaran una muestra de sangre (15cc). Esta muestra se
utilizard para detectar si persiste infeccion latente por Leishmania y para comprobar
como ha respondido su sistema inmunoldgico.

éCuales son los riesgos y molestias?

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

é¢Obtendré algun beneficio por participar?

No se espera que Vd. obtenga beneficio directo por participar en el estudio. La
investigacion pretende descubrir aspectos desconocidos o poco claros sobre la
leishmaniasis. En el futuro, es posible que estos descubrimientos sean de utilidad para
conocer mejor las enfermedades y quizas puedan beneficiar a personas como Vd.,
pero no se prevén aplicaciones inmediatas de ellos.

éRecibiré la informacién que se obtenga del estudio?

Si Vd. lo desea, se le facilitara un resumen de los resultados del estudio.
También podrd recibir los resultados de las pruebas que se le practiquen si asi lo
solicita. Estos resultados pueden no tener aplicacion clinica ni una interpretacién clara,
por lo que, si quiere disponer de ellos, deberian ser comentados con el médico del
estudio.

éSe publicaran los resultados de este estudio?

Los resultados de este estudio seran remitidos a publicaciones cientificas para
su difusién, pero no se transmitira ninguin dato que pueda llevar a la identificaciéon de
los pacientes.

¢Como se protegera la confidencialidad de mis datos?

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

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

¢éQué ocurrira con las muestras obtenidas?
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Las muestras se extraeran en el Hospital de Fuenlabrada y seran codificadas.
Esto quiere decir que poseen un cédigo que se puede relacionar, mediante una
informacidén, con la identificacion del donante. Esta informacion estd a cargo del
investigador principal y sélo pueden acceder a ella los miembros del equipo
investigador y las autoridades sanitarias en el ejercicio de sus funciones.

Una parte de las muestra (10cc) serd enviada a la Unidad de Leishmaniasis del
Centro Nacional de Microbiologia (Instituto de Salud Carlos Ill) donde se realizaran los
estudios parasitologicos e inmunolégicos pertinentes.

Si Vd. accede, el sobrante (5cc) de las muestras seran conservadas en el
Biobanco del Hospital de Fuenlabrada, para uso en futuros estudios de investigacion
relacionados con el presente. Estos estudios deberan ser aprobados por un Comité de
Etica de la Investigacidn oficialmente acreditado para su realizacién.

El responsable de la custodia de las muestras enviadas al Centro Nacional de
Microbiologia es el Dr. Francisco Javier Moreno Nuncio, jefe de la Unidad de
Leishmaniasis de dicho centro. El responsable de las muestras conservadas en el
Biobanco del Hospital de Fuenlabrada es el Dr. Angel Castafio Pascual, Director del
Biobanco.

éExisten intereses econdmicos en este estudio?

Vd. no sera retribuido por participar.

Esta investigacion es promovida por la Red de Investigacién Cooperativa de
Enfermedades Tropicales (RICET), que aporta fondos para el estudio. El hospital de
Fuenlabrada, como centro participante en el estudio, recibira los fondos aportados por
la RICET que seran utilizados por los investigadores para su uso exclusivo en
actividades cientificas.

¢Quién me puede dar mas informacién?

Para mas informacion puede contactar con el Dr. San Martin, Investigador Principal del
Hospital de Fuenlabrada, o con los co-investigadores (Dr. Luis Horrillo, Dra. Alicia
Castro, Dra. Elena Madrofial, Dra Belén Matia) en el teléfono 916006186.

Le agradecemos su desinteresada colaboracidn con el avance de la ciencia y la
medicina. De esta forma esta usted colaborando a vencer las enfermedades y ayudar
a multitud de enfermos actuales y futuros
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CONSENTIMIENTO INFORMADO
Titulo del Estudio de Investigacion:
ESTUDIO SOBRE LA EVOLUCION DE LA RESPUESTA CELULAR DE PACIENTES ENFERMOS CON LAS
DIFERENTES FORMAS CLINICAS DE LEISHMANIASIS

INVESTIGADORES: Juan Victor San Martin, Luis Horrillo?, Alicia Castro?!, Elena Madrofial?, Belén Matia?,
Alberto Romero?, Marta Aguado?, Laura Molina Esteban3, Eugenia Carrillo?, Javier Moreno*.

Nombre y apellidos del
participante

Persona del centro que
INFOIMA ittt s s e e e s ssessss ssssassasane susses sesassasassssas sassns sassns sasssssssnasass srasns sasss

Si ha comprendido la informacidn que se le ha proporcionado, ha resuelto cualquier duda que pudiese
tener y decide colaborar con el Biobanco del Hospital Universitario de Fuenlabrada en los términos
antes explicados, por favor, leay firme a continuacién esta hoja.

El abajo firmante autoriza su participacion en el “ESTUDIO SOBRE LA EVOLUCION DE LA RESPUESTA
CELULAR DE PACIENTES ENFERMOS CON LAS DIFERENTES FORMAS CLINICAS DE LEISHMANIASIS”.
Ademas autoriza al Hospital Universitario de Fuenlabrada a que el material bioldgico sobrante de las
pruebas que se le han realizado o se le van a realizar como parte del mismo sean incorporadas en el
Biobanco, y que sea cedido desde el mismo con la finalidad de llevar a cabo proyectos de investigacion
biomédica, siempre que éstos cuenten con la obligada aprobacién del Comité de Etica de
Investigacion competente. Esta autorizacion la concede tras haber sido informado verbalmente y
haber leido la informacidén adjunta.

Confirmo que:

1. Autorizo mi participacién en el “ESTUDIO SOBRE LA EVOLUCION DE LA RESPUESTA CELULAR DE
PACIENTES ENFERMOS CON LAS DIFERENTES FORMAS CLINICAS DE LEISHMANIASIS”

oSl oNO

2. Autorizo que el excedente de material bioldgico utilizado para pruebas diagndsticas y la informacién
clinica asociada se utilice para investigacion en los términos recogidos en el Documento de Informacion
al Donante: oSl oNO

3. Deseo que se me comunique la informacion derivada de la investigacidon que realmente sea relevante
y aplicable para mi salud o la de mi familia o SI oNO Teléfono o E-mail de
CONLACTO.c.ceeeee e e

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

5. He expresado mi deseo de que se respeten las siguientes excepciones respecto al objetivo y métodos
de las investigaciones:
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PARTICIPANTE PERSONA QUE INFORMA
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DOCUMENTO DE INFORMACION AL PARTICIPANTE EN EL ESTUDIO DE INVESTIGACION

Titulo del Estudio de Investigacion:
ESTUDIO SOBRE LA RESPUESTA CELULAR DE PACIENTES CURADOS DE LAS DIFERENTES
FORMAS CLINICAS DE LEISHMANIASIS

INVESTIGADORES: Juan Victor San Martin!, Luis Horrillo!, Alicia Castro!, Elena
Madrofial!, Belén Matia?, Alberto Romero?, Marta Aguado?, Laura Molina Esteban3,
Eugenia Carrillo?, Javier Moreno®.

1 Servicio de Medicina Interna. Hospital Universitario de Fuenlabrada. Madrid.
2 Servicio de Dermatologia. Hospital Universitario de Fuenlabrada. Madrid
3 Servicio de Analisis Clinicos. Hospital Universitario de Fuenlabrada. Madrid

4 Unidad de Leishmaniasis y Enfermedad de Chagas. Centro Nacional de
Microbiologia, Instituto de Salud Carlos lll, Madrid.

En el Hospital Universitario de Fuenlabrada, igual que en la mayoria de
hospitales, ademas de la asistencia a los pacientes, se realiza investigacién biomédica.
La finalidad de esta investigacion es progresar en el conocimiento de las enfermedades
y en su prevencién, diagndstico, prondstico y tratamiento. Esta investigacion
biomédica requiere recoger datos clinicos y muestras bioldgicas de pacientes vy
donantes sanos para analizarlos y obtener conclusiones con el objetivo de conocer
mejor las enfermedades y avanzar su diagnodstico y/o tratamiento.

Este documento tiene por objeto ofrecerle informacién sobre un estudio de
investigacion en el que se le invita a participar. El centro coordinador del estudio sera
el Hospital de Fuenlabrada en colaboracion con la Unidad de Leishmaniasis y
Enfermedad de Chagas (Centro Nacional de Microbiologia, Instituto de Salud Carlos I,
Madrid). El estudio fue aprobado por el Comité Etico de Investigacion Clinica del
hospital de Fuenlabrada.

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

La participacion en este estudio es completamente voluntaria. Vd. puede
decidir no participar, o, si acepta hacerlo, cambiar de parecer retirando el
consentimiento en cualquier momento sin obligacion de dar explicaciones. Le
aseguramos que esta decisidn no afectara a la relacién con su médico ni a la asistencia
sanitaria a la que Vd. tiene derecho.

Siguiendo lo establecido por la Ley 14/2007, de Investigacion Biomédica, la Ley
Organica 15/1999, de Proteccion de Datos Personales, y sus normas de desarrollo, le
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solicitamos que lea detenidamente este documento de informacién y el
consentimiento informado que se le adjunta al final para su firma, si esta de acuerdo
en participar en esta propuesta.

éCual es el proposito del estudio?

Recientemente se ha detectado un brote de una enfermedad infecciosa
llamada Leishmaniasis en la ciudad de Fuenlabrada. La Leishmaniasis se adquiere por
la picadura de un mosquito que inocula un parasito (la Leishmania) en la sangre del ser
humano. Tiene varias presentaciones clinicas, desde la forma cutdnea hasta la visceral,
qgue es la mas grave y puede suponer una situacién de riesgo vital. Se trata de una
enfermedad rara sobre la que existe poca informacién por su poca frecuencia.

Este brote endémico es una oportunidad para un mejor estudio de esta
enfermedad y valorar la necesidad de la prevencidén en pacientes de alto riesgo de
padecer la enfermedad, como los pacientes receptores de trasplante de drgano sélido.

El fin de este estudio es comprobar que todos los pacientes curados de una
leishmaniasis tienen una buena respuesta celular frente a la Leishmania. Este estudio
representard la mayor recopilacion de datos realizada en Europa sobre esta
enfermedad y proporcionard datos sobre la presentacidon clinica, examenes
diagndsticos y respuesta inmune contra la Leishmania de valor incalculable.

éPor qué me ofrecen participar a mi?
Vd. estd invitado a participar porque ha padecido la enfermedad.
Se espera que participen unas 150 personas en el estudio.

¢En qué consiste mi participacion?

Si usted decide tomar parte en este estudio se le asignard una Unica visita con
los investigadores.

En dicha visita le tomaran una muestra de sangre (15cc). Esta muestra se
utilizard para detectar si existe infeccion latente por Leishmania y para comprobar
como ha respondido su sistema inmunoloégico.

éCuales son los riesgos y molestias?

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

é¢Obtendré algun beneficio por participar?

No se espera que Vd. obtenga beneficio directo por participar en el estudio. La
investigacion pretende descubrir aspectos desconocidos o poco claros sobre la
leishmaniasis. En el futuro, es posible que estos descubrimientos sean de utilidad para
conocer mejor las enfermedades y quizds puedan beneficiar a personas como Vd.,
pero no se prevén aplicaciones inmediatas de ellos.
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éRecibiré la informacidn que se obtenga del estudio?

Si Vd. lo desea, se le facilitara un resumen de los resultados del estudio.
También podra recibir los resultados de las pruebas que se le practiquen si asi lo
solicita. Estos resultados pueden no tener aplicacion clinica ni una interpretacién clara,
por lo que, si quiere disponer de ellos, deberian ser comentados con el médico del
estudio.

¢éSe publicaran los resultados de este estudio?

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

¢Como se protegera la confidencialidad de mis datos?

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

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

é¢Qué ocurrird con las muestras obtenidas?

Las muestras se extraeran en el Hospital de Fuenlabrada y serdn codificadas.
Esto quiere decir que poseen un cdédigo que se puede relacionar, mediante una
informacién, con la identificacién del donante. Esta informacién estd a cargo del
investigador principal y sélo pueden acceder a ella los miembros del equipo
investigador y las autoridades sanitarias en el ejercicio de sus funciones.

Una parte de las muestra (10cc) serd enviada a la Unidad de Leishmaniasis del
Centro Nacional de Microbiologia (Instituto de Salud Carlos Ill) donde se realizaran los
estudios parasitoldgicos e inmunolégicos pertinentes.

Si Vd. accede, el sobrante (5cc) de las muestras serdn conservadas en el
Biobanco del Hospital de Fuenlabrada, para uso en futuros estudios de investigacidon
relacionados con el presente. Estos estudios deberdn ser aprobados por un Comité de
Etica de la Investigacion oficialmente acreditado para su realizacién.

El responsable de la custodia de las muestras enviadas al Centro Nacional de
Microbiologia es el Dr. Francisco Javier Moreno Nuncio, jefe de la Unidad de
Leishmaniasis de dicho centro. El responsable de las muestras conservadas en el
Biobanco del Hospital de Fuenlabrada es el Dr. Angel Castafio Pascual, Director del
Biobanco.

éExisten intereses econdmicos en este estudio?

Vd. no serd retribuido por participar.
Los investigadores no recibiran remuneracién econémica por participar.
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Esta investigacion es promovida por la Red de Investigacién Cooperativa de
Enfermedades Tropicales (RICET).

¢Quién me puede dar mas informacion?

Para mas informacion puede contactar con el Dr. San Martin, Investigador Principal del
Hospital de Fuenlabrada, o con los co-investigadores (Dr. Luis Horrillo, Dra. Alicia
Castro, Dra. Elena Madrofial, Dra Belén Matia) en el teléfono 916006186.

Le agradecemos su desinteresada colaboracién con el avance de la ciencia y la
medicina. De esta forma esta usted colaborando a vencer las enfermedades y ayudar
a multitud de enfermos actuales y futuros

172




CONSENTIMIENTO INFORMADO
Titulo del Estudio de Investigacion:
ESTUDIO SOBRE LA RESPUESTA CELULAR DE PACIENTES CURADOS DE LAS DIFERENTES FORMAS
CLINICAS DE LEISHMANIASIS

INVESTIGADORES: Juan Victor San Martin, Luis Horrillo?, Alicia Castro?!, Elena Madrofial!, Belén Matia?,
Alberto Romero?, Marta Aguado?, Laura Molina Esteban3, Eugenia Carrillo?, Javier Moreno*.

Nombre y apellidos del
participante

Persona del centro que
INFOIMA ittt s s e e e s ssessss ssssassasane susses sesassasassssas sassns sassns sasssssssnasass srasns sasss

Si ha comprendido la informacidn que se le ha proporcionado, ha resuelto cualquier duda que pudiese
tener y decide colaborar con el Biobanco del Hospital Universitario de Fuenlabrada en los términos
antes explicados, por favor, leay firme a continuacién esta hoja.

El abajo firmante autoriza su participacion en el “ESTUDIO SOBRE LA RESPUESTA CELULAR DE PACIENTES
CURADOS DE LAS DIFERENTES FORMAS CLINICAS DE LEISHMANIASIS”. Ademds autoriza al Hospital
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ORIGINAL ARTICLE PARASITOLOGY

Atypical presentation in adults in the largest community outbreak of
leishmaniasis in Europe (Fuenlabrada, Spain)

L. Horrillo', J. V. San Martin"'Z, L. Molina®, E. Madrofial', B. Matia', A. Castro', ). Garcia-Martinez?, A. Barrios''Z, N. Cabello'?,
I. G. Arata’, J. M. Casas' and ). M. Ruiz Giardin'**

1) Department of Internal Medicine, 2) Infectious Diseases Area and 3) Microbiology Area, Laboratory Medicine Department, Hospital Universitario de
Fuenlabrada, Madrid, Spain

Abstract

Since 2009, the largest reported outbreak of leishmaniasis by Leishmania infantum in Europe was reported in Fuenlabrada, Spain. In our
hospital, 90 adults with localized leishmanial lymphadenopathy (LLL) or visceral leishmaniasis (VL) were treated during this outbreak; 72%
were men, and the mean age was 46.2 years (range 15-95 years). A total of |7 cases (19%) were LLL, an atypical form with isolated
lymphadenopathies without other symptoms. All LLL cases occurred in immunocompetent subjects, and only one subject (6%) was a
native of sub-Saharan Africa. Diagnosis was performed by fine needle aspiration cytology of the lymphadenopathy. Serology was negative
in 38%. LLL outcomes at 6 months were benign, even with doses of liposomal amphotericin B that were often lower (10 mg/kg) than
those recommended for VL in Mediterranean areas. A total of 73 subjects (81%) presented with typical VL; 66% of this group were
immunocompetent, and 50% of those who were immunocompetent were descendants of natives of sub-Saharan Africa. The rK39 test
and polymerase chain reaction were the most useful tests for confirmation of the diagnosis. An initial response to treatment was
observed in 99% of cases, and relapses occurred in 14% of cases. Leishmaniasis should be included in the differential diagnosis of isolated
lymphadenopathies in endemic areas. LLL could be considered a more benign entity, one different than VL, and less aggressive
management should be studied in future investigations.
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including those of the Mediterranean basin [|]. Visceral leish-
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Molino, n° 2, Fuenlabrada, CP 28942, Madrid, Spain symptoms include weight loss, intermittent fever and spleno-
E-mail: horrich@hotmail.com megaly [2]. Without treatment, it can be fatal, in contrast to
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maniasis (VL) is the most serious clinical form of this disease;

cutaneous leishmaniasis (CL), which presents a less aggressive
course.

Lymphadenopathies are not common in VL, except in
Eastern Africa [3], but some forms of CL present lymphade-
Introduction nopathies near the cutaneous injury [4]. Nevertheless, in the

Mediterranean area, isolated cases of an infrequent form of

. L . . . . . leishmaniasis involving isolated lymphadenopathies without fe-
Leishmaniasis is an infectious disease caused by the Leishmania g ymp P

. . . . ver or skin lesions have been described in a few case reports as
spp. parasite and is transmitted to humans by the bite of

localized leishmanial lymphad hy (LLL) [5—9]. The clinical
phlebotome sandflies. It is an endemic disease in 98 countries, ocalized leishmanial lymphadenopathy (LLL) [5-9]. The clinica
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management of LLL is not well defined because it is not a classic
form of VL or CL [5,8].

Leishmaniasis in Spain is endemic and is caused by Leishmania
infantum, which can cause VL or CL, and whose typical reservoir
is the dog. Since July 2009, an outbreak of leishmaniasis has been
developing south of Madrid, primarily in the city of Fuenlabrada;
by December 2012, this outbreak had already affected more than
400 people (making it the largest reported community outbreak
in Europe), consisting of one-third VL and two-thirds CL. The
epidemiologic features and control measures of this outbreak
have been reported by Arce et al. [10]. As peculiarities of the
outbreak, a genotype of L. infantum was found (genotype L-920 or
L-962, ITSLOMBARDI) [ 1], and a new reservoir, the hare, was
identified [12]. Despite reaching a peak incidence in 2011, the
outbreak as of this writing in 2014 remains active.

Our aim was to describe this atypical presentation charac-
terized by lymphadenopathy and to highlight its differences
from the usual form of VL.

Materials and methods

Design

Using a prospective database of all adult patients with VL
treated at the Hospital Universitario de Fuenlabrada (HUF)
during the epidemic outbreak (I June | 2009 to 31 May 2013),
we retrospectively analysed the disease’s epidemiologic, clinical,
diagnostic and treatment characteristics. All of the patients
were followed for at least 6 months after treatment; the study
ended | February 2014.

Case definitions

Visceral leishmaniasis (VL). Typical symptoms or signs (prolonged
and intermittent fever, weight loss, pancytopenia or spleno-
megaly) with serologic or parasitologic confirmation approved
by the World Health Organization (WHO) report [1].

Localized leishmanial lymphadenopathy (LLL). Lymphadenopathies
(>1 ecm cervical or axillar, >2 cm inguinal) as the first clinical
manifestation, with parasitologic confirmation by stained smear,
culture or polymerase chain reaction (PCR) from lymph node
biopsy or aspirated material [5].

Initial response to treatment. Clinical improvement at the end of
treatment [I].

Relapse. Reappearance of clinical disease after response to initial

treatment [I].

Definitive response to treatment.. Absence of clinical disease at

least 6 months after completing treatment [1].

Patients

All patients older than 14 with case definition criteria treated at
the HUF were included in the study. Solid-organ transplant
recipients with VL were not included because these recipients

were referred to other centres.

Laboratory diagnostic methods

Antileishmanial antibodies were mainly assayed using an
immunochromatographic test based on the rK39 antigen (SD
Leishmania Ab; Standard Diagnostics) and using an enzyme-
linked immunosorbent assay (ELISA) for the detection of total
antibodies (leishmania ELISA IgG + IgM; Vircell Microbiologists).
In a few patients, antibodies were detected using indirect
immunofluorescence (Leishmania Indirect Immunofluorescence
Antibody Test; Vircell); titres of >1:80 were considered sig-
nificant. Leishmanial cultures were created by inoculating the
tissue specimens or the buffy coat layer of peripheral blood
onto Novy-McNeal-Nicolle medium. All cultures were incu-
bated at room temperature (22°C to 25°C) and were examined
every other week for 6 weeks. Tissue samples were stained
with May-Griinwald-Giemsa or periodic acid—Schiff. DNA
extraction and amplification of a portion of the 185 rDNA of

Leishmania spp. were performed as described elsewhere [13].

Data collection and statistical analysis
Epidemiologic, clinical, diagnostic and treatment characteristics
were collected in a specifically designed case report form.

All statistical analyses were conducted by SPSS software,
vl 1.5 (SPSS).

The qualitative variables are expressed as the percentages of
the total number of patients. The quantitative variables appear
as the mean and standard deviation or medians and interquartile
ranges (for skewed variables). The variables were compared
depending on the clinical form, VL vs. LLL. To compare the
qualitative variables, we used a chi-square test or Fisher’s test
when the number of cases was fewer than five. The quantitative
variables were evaluated for normal distribution according to
the Kolmogorov-Smirnov test. Normal quantitative variables
were compared by analysis of variance. Nonnormal quantitative
variables were compared using the nonparametric Kruskal-
Wallis test.

Results

In total, 90 adults who fulfilled the case definitions were treated
at the hospital during this outbreak from | June 2009 through
31 May 2013; 65 (72%) were men, and the mean age of the
subjects was 46.2 years (standard deviation 16.2; range 15-95
years).
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A total of 73 cases (81%) fulfilled the criteria of typical VL,
and 17 (19%) were LLL. The epidemiologic, clinical, laboratory,
diagnostic and outcome features of both groups are listed in
Table I.

Localized leishmanial lymphadenopathy

LLL appeared as long evolution lymphadenopathies (median 60
days, interquartile range 75), and no patient presented either
fever or any other systemic symptom during the evolution.

Nine cases (53%) had more than one lymphadenopathy, with
two (12%) in different lymphadenopathy areas. The most
frequent location was the cervical area (Il cases, 65%),
including the laterocervical, submandibular and parotid chains.
Six patients (35%) presented with inguinal lymphadenopathies,
three presented with (18%) axillary lymphadenopathies, one
presented with supraclavicular lymphadenopathy and one pre-
sented with costal lymphadenopathy. Six patients (35%) pre-
sented with a cutaneous lesion suspicious of CL before the
appearance of the lymphadenopathy.

Diagnosis was performed in all LLL cases by fine needle
aspiration cytology (FNAC) of the lymphadenopathy. The
pathologic finding was nonnecrotizing granulomatous lymph-
adenitis with Leishmania parasites in all cases, except for one
that did not exhibit granulomas. Serologic test results are
shown in Table I.

One patient did not receive any treatment because of the
spontaneous resolution of the lymphadenopathy 6 months after
diagnosis. The rest were treated with liposomal amphotericin B
(LAB), but different doses were used depending on physician
decision. Four patients were treated with 10 mg/kg, five with
I5 mg/kg, one with 18 mg/kg and six with 21 mg/kg of LAB.

One patient whose disease presented exclusively in the

cervical nodes at the first visit developed new inguinal

TABLE I. Clinical features of subjects with VL and LLL
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lymphadenopathies by the end of treatment (21 mg/kg LAB) and
was considered an initial treatment failure. Leishmania was
confirmed by FNAC of both lymphadenopathies, cervical and
inguinal. This patient was the only one with LLL who had clinical
and radiologic splenomegaly and had anaemia, leukopenia and
thrombocytopenia (Table |). She was treated again with 40 mg/
kg of LAB, and her disease showed a definitive response. The
rest of the patients experienced an initial and definitive
response to treatment, and regardless of the dose used, all
exhibited definitive response to treatment at 6 months
(Table 1).

Typical VL

In total, 73 patients had typical manifestations of VL. Of these
patients, 48 were immunocompetent (66%) and 25 (34%) were
administered some potentially immunosuppressive drug or had
disease: nine (12%) had chronic human immunodeficiency virus
(HIV) infection, ten (14%) were receiving immunosuppressive
drugs (anti—tumour necrosis factor drugs, methotrexate and/or
steroids), three (4%) had hepatic cirrhosis and three (4%) had
active solid malignancies.

There were only four patients without fever (Table |); three
were in patients with HIV, two were assessed for pancytopenia
and one was assessed for hypertransaminasemia. The only
immunocompetent patient without fever was diagnosed
because of thrombocytopenia.

Only one patient with typical VL had lymphadenopathies. He
was coinfected with HIV and leishmaniasis. FNAC showed
pathologic changes related to HIV but showed no evidence of
Leishmania.

Stained smear of bone marrow was positive for Leishmania in
44% cases and PCR of bone marrow in 91%. Serologic test

results are compared with LLL in Table I.

Clinical feature VL (n = 73) LLL (n = 17) Total (n = 90) P

Male, n (%) 56 (77%) 9 (53%) 65 (72%) 0.049
Age (mean £ SD) 463 + 16.7 455 + 14.2 462 + 16.2 0.858
Immigrant, n (%) 33 (45%) 2 (12%) 35 (39%) 0.012
Sub-Saharan native, n (%) 26 (36%)" 1 (6%) 27 (30%) 0.014
Immunocompetent, n (%) 48 (66%)" 7 (100%) 65 (72%) 0.002
Fever, n (%) 69 (95%) 0 (0%) 69 (77%) <0.001
Clinical splenomegaly, n (%) 27 (37%) 1 (6%) 28 (31%) 0.013
Radiologic splenomegaly® 64/68 (94%) 1/7 (14%) 65/75 (87%) <0.001
Anaemia (Hb < 12 mg/dL) (%) 65 (89%) 1 (6%) 66 (73%) <0.001
Leukopenia (<4000/mm?®), n (%) 64 (88%) 1 (6%) 65 (72%) <0.001
Thrombocytopenia (<150 000/mm ), n (%) 69 (95%) 1 (6%) 70 (78%) <0.001
C-reactive protein >2 mg/dL” 65/68 (96%) 1/14 (7%) 66/82 (81%) <0.001
Ferritin >1000 mg/dL" 43/56 (77%) 0/8 (0%) 43/64 (67%) <0.001
Erythrocyte sedimentation rate >30 mm/h® 25/27 (93%) 1/4 (25%) 26/31 (84%) 0.008
rk39 test 32/48 (67%) 3/6 (50%) 35/53 (66%) 0.352
ELISA/IFA® 70/71 (99%) 8/13 (62%) 78/84 (93%) <0.001
Initial response to treatment 69/70 (99%) 15/16 (94%) 84/86 (98%) 0.354
Relapse 10/70 (14%) 0/16 (0%) 10/86 (12%) 0.099

VL, visceral leishmaniasis; LLL, leishmanial lymphadenopathy; Hb, haemoglobin; ELISA, enzyme-linked immunosorbent assay; IFA, immunofluorescent antibody.
For VL in immunocompetent subjects, 50% of cases occurred in descendants of sub-Saharan natives.
®Number of cases with positive result on diagnostic test/total number of cases with diagnostic test performed (%).
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Of the 73 patients, three did not receive any therapy: two
patients did not show up to receive treatment and were lost to
follow-up, and the other patient died from complications of
advanced cirrhosis before initiating therapy.

A total of 70 patients with VL received therapy with LAB. An
initial response to treatment was observed in 69 cases (99%),
and there were ten relapses (14%) during follow-up (Table I).
All HIV patients were considered for receipt of monthly sec-
ondary prophylaxis. In total, five of the patients who experi-
enced relapse (50%) were natives of sub-Saharan Africa,
including two HIV patients who voluntarily discontinued sec-
ondary prophylaxis. After retreatment of the relapse, seven
patients were cured and three were not: one HIV patient with a
CD4 count of less than 100 cell/pL at the time the study closed
experienced four relapses, and two patients with severe co-
morbidity died before completing repeat treatment.

Discussion

Here we report our clinical experience of the largest outbreak
of VL due to L. infantum in Europe to date. We diagnosed a
substantial number of cases of LLL, an atypical presentation that
has rarely been reported in the literature [5-9]. To our
knowledge, this is the first series of cases of LLL caused by
L. infantum, and we compared it to VL during the outbreak.

LLL exclusively affected immunocompetent individuals,
whereas immunosuppressed patients were 34% of VL cases.
The immune factors that explain why L. infantum produces VL,
LLL or CL in immunocompetent individuals remain unknown. It
is remarkable the number of VL cases in immunocompetent
descendants of natives of sub-Saharan Africa (ratio I:1),
whereas only one patient had LLL (ratio 1:16). In addition, in
this outbreak, very few CL cases were found in natives of sub-
Saharan Africa [10,14]. The reasons for this difference might be
due to external factors (habits, house conditions or location)
that suggested a major exposure of sub-Saharan patients to
Phlebotomus. However, the epidemiologic studies performed in
that zone have not found any exposure factor, such as contact
with dogs, the presence of vectors in their domestic or peri-
domestic environment or any of the classical environmental risk
factors [10]. Thus, the difference in susceptibility to VL among
natives of sub-Saharan Africa and natives of Spain could be
explained by genetic differences in the predisposition to this
disease, as others have suggested [|5]. More studies should be
performed to prove this.

LLL presented an indolent evolution, without systemic
sequelae and without blood count and biochemical laboratory
test abnormalities. This suggests that patients were able to
Dissemination  to  several

control the infection.

lymphadenopathy areas was only confirmed in one patient, and
this patient was the only one who had features of VL, i.e.
splenomegaly and pancytopenia. In contrast, fever, splenomeg-
aly and pancytopenia were present in more than 90% of the
typical VL cases, and as expected, this combination of findings
was the most frequent form of presentation [I].

We should include LLL in the differential diagnosis of any
isolated lymphadenopathy, at least in areas endemic for leish-
maniasis, such as Spain and the Mediterranean basin; diagnosis is
easy with FNAC [5-9]. Serology is not useful in CL because
most patients have negative results [I]. In our LLL cases, we
found a high proportion of false-negative results by serology
(50% for rK39 test, 40% for ELISA/immunofluorescent antibody
(IFA) test; Table 1). However, for VL cases, rK39 antigen had a
100% predictive positive value and ELISA/IFA had 99% sensi-
tivity. These results in VL are similar to those reported in the
literature because the rK39 test is considered a more specific
test than ELISA/IFA [16].

WHO recommendations for L. infantum VL treatment in
immunocompetent individuals in the Mediterranean area include
LAB at a total dose of 18 to 21 mg/kg [|7—19], but treatment for
LLL is not standardized, and no recommendations are provided
in the WHO report [1]. In previous case reports, LLL was sup-
posed to be treated like the visceral form, but treatment was
diverse: treated but drug not reported [9], antimonial therapy
[6], LAB but dose not reported [8], LAB 10 mg/kg per day [7] and
LAB 30 mg/kg total dose [5]. We found that clinical character-
istics, diagnostic profile and evolution of LLL seem to be closer to
CL than to typical VL, and we have documented spontaneous
clinical resolution of lymphadenopathies without treatment in
one patient. However, concerns about a change of immuno-
competence and parasite dissemination exist. Previous LLL cases
had been treated as VL [5,6,8,9]. In one patient, we found
dissemination to several lymphadenopathy locations and
splenomegaly, although we think this was a true case of VL
because of anemia and splenomegaly.

In our opinion, there are reasons to propose the systemic
treatment of this entity, but there are also reasons to support a
lower dose than that currently recommended for VL. A lower
dose of LAB (10 mg/kg) has been proved to not be inferior to
the conventional dose in VL due to Leishmania donovani [|,20];
LLL patients are immunocompetent, so their bodies can
partially control the infection; the number of parasites in the
total body is thus expected to be lower in LLL than in VL, and
lower toxicity is desirable. We found that 4 LLL patients
treated with LAB at a dose of 10 mg/kg had safe outcome at 6
months, and we suggest that in the absence of splenomegaly,
pancytopenia or elevation of phase reactants, it can be a
treatment option for LLL that must be investigated in the
future.
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Our results have limitations inherent to observational
studies, which do not allow definitive conclusions concerning
diagnostic and treatment regimens to be made because of the
requirement for comparative clinical trials. This unexpected
outbreak did not allow us to design a randomized controlled
trial.

To summarize the principal lessons learned, we emphasize
that we should include leishmaniasis in the differential diagnosis
of isolated lymphadenopathies in immunocompetent subjects in
endemic areas. LLL usually had an indolent outcome different
from VL and could be treated with lower doses of LAB than
that recommended for VL in the Mediterranean area, although

further data are needed.
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Abstract

Background: An outbreak of leishmaniasis caused by Leishmania infantum was declared in the southwest of the
Madrid region (Spain) in June 2009. This provided a unique opportunity to compare the management of visceral
leishmaniasis (VL) in immunocompetent adults (IC-VL), patients with HIV (HIV-VL) and patients receiving immunosup-
pressants (IS-VL).

Methods: A cohort of adults with VL, all admitted to the Hospital Universitario de Fuenlabrada between June 2009
and June 2018, were monitored in this observational study, recording their personal, epidemiological, analytical, diag-
nostic, treatment and outcome variables.

Results: The study population was made up of 111 patients with VL (10% HIV-VL, 14% IS-VL, 76% IC-VL). Seventy-one
percent of the patients were male; the mean age was 45 years (55 years for the IS-VL patients, P=0.017). Fifty-four per-
cent of the IC-VL patients were of sub-Saharan origin (P=0.001). Fever was experienced by 98% of the IC-VL patients
vs 73% of the LV-HIV patients (P=0.003). Plasma ferritin was > 1000 ng/ml in 77% of the IC-VL patients vs 17% of the
LV-HIV patients (P=0.007). Forty-two percent of patients fulfilled the criteria for haemophagocytic lymphohistiocy-
tosis. RDT (rK39-ICT) serological analysis returned sensitivity and specificity values of 45% and 99%, respectively, and
ELISA/IIFAT returned 96% and 89%, respectively, with no differences in this respect between patient groups. Fourteen
(13.0%) patients with VL experienced treatment failure, eight of whom were in the IC-VL group. Treatment with <21
mg/kg (total) liposomal amphotericin B (LAB) was associated with treatment failure in the IC-VL patients [P=0.002
(OR: 14.7;95% Cl: 2.6-83.3)].

Conclusions: I1S-VL was more common than HIV-VL; the lack of experience in dealing with IS-VL is a challenge that
needs to be met. The clinical features of the patients in all groups were similar, although the HIV-VL patients expe-
rienced less fever and had lower plasma ferritin concentrations. RDT (rK39-ICT) analysis returned a good specificity
value but a much poorer sensitivity value than reported in other scenarios. The patients with HIV-VL, IS-VL and IC-VL
returned similar serological results. Current guidelines for treatment seem appropriate, but the doses of LAB required
to treat patients with HIV-VL and IS-VL are poorly defined.

Keywords: Visceral leishmaniasis, Leishmania infantum, Outbreak, Diagnosis, Therapy, Immunocompromised host,
HIV
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Background

Visceral leishmaniasis (VL) is the most severe clinical
manifestation of disease caused by Leishmania para-
sites. In June 2009, an outbreak of leishmaniasis caused
by Leishmania infantum was declared in the southwest
of the Madrid region (Spain); the focus was an urban
park in the town of Fuenlabrada. The incidence before
the outbreak was around 0.2 cases/100,000 inhabitants
in the above region, rising to 43.5/100,000 in Fuen-
labrada during the outbreak [1]. With more than 700
cases declared by December 2016 (the date of the last
official report [1]) the Fuenlabrada outbreak is the larg-
est in Europe to date, and has not yet been declared
over. Although most people affected during this out-
break have presented with cutaneous leishmaniasis,
many patients have presented with VL and most of VL
patients were immunocompetent and of all ages [2].

Large outbreaks involving zoonotic parasites such as
L. infantum are very uncommon, especially in a Euro-
pean city [3]. The Fuenlabrada outbreak has some pecu-
liarities. For the first time, hares appear to be the main
reservoir (dogs, the usual reservoir for L. infantum,
appear to have no role) [4]. Furthermore, it involves
the ITS-LOMBARDI strain instead of the more com-
mon MON-1 strain; this new, poorly characterized
strain was isolated from persons with different clinical
manifestations of the disease during the outbreak [5].
The clinical behaviour of the disease in such an unusual
scenario was therefore unknown. Indeed, we reported
the appearance of cases of L. infantum-induced local-
ized leishmanial lymphadenopathy (LLL) during the
outbreak. Completely different to VL, this rare and for-
tunately benign clinical form is not described in clinical
guidelines [6].

It was in 2010 that the WHO first recommended
the management of VL to be individualised accord-
ing to the causal species, the region of the world and
patient immunological status {i.e. immunocompetent
(IC-VL), co-infected with HIV (HIV-VL) or immu-
nosuppressed (IS-VL) [7]}. These recommendations
have been maintained in subsequent guidelines, and
there have been no essential changes to recommenda-
tions on the management of VL in the Mediterranean
area. However, recommendation levels regarding some
aspects of diagnosis and treatment are low [3, 8, 9]. For
instance, there is no certainty regarding the useful-
ness of the rapid diagnostic test (RDT) based on rK39
since the results reported have been highly variable by
region [10]. In addition, the validity of serological tests
for HIV-VL patients in the HAART era is unknown
[11] and treatment recommendations for L. infantum-
induced IC-VL, HIV-VL and IS-VL are based on small
series of patients and even individual cases [3, 8, 9].
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In this scenario of uncertainty, the aim of the present
work was to describe our clinical experience in the
management of such patients, with special attention
paid to their immunological status. To our knowledge,
this is the first time that personal, epidemiological, ana-
lytical, diagnostic, treatment and outcome variables
for patients with IC-VL, HIV-VL and IS-VL have been
compared for the same outbreak.

Methods

Design

This work was designed as a longitudinal observational
study of a cohort of consecutive adult patients with VL
treated at the Hospital Universitario de Fuenlabrada
(HUF) from June 2009 to June 2018. A descriptive analy-
sis was made of their clinical characteristics, the diagnos-
tic methods employed, their treatment and the progress
of their disease.

Fuenlabrada hospital and the surrounding population

The HUF is the only public reference hospital for the city
of Fuenlabrada. Located in the southwest of the Madrid
region (Spain), its 400 beds serve a population of 221,986
people.

Inclusion and exclusion criteria

All patients had to be at least 14 years of age at the time
of diagnosis and fulfil the case definition for VL (see
below). Patients who had received a solid organ trans-
plant were excluded.

Definitions

The case definition of VL was clinical manifestations
compatible with the condition plus at least one of the
following [7]: (i) positive parasitological test (optical
microscopy of bone marrow aspirate, or blood/bone
marrow PCR); and (ii) positive serological [RDT rK39-
ICT and ELISA/IiIFAT (enzyme-linked immunosorbent
assay/indirect immunofluorescent antibody test)] test
plus clinical response to treatment.

Patients with IC-VL were defined as those with VL with
no apparent immunodeficiency, HIV-VL patients were
defined as patients with VL plus chronic HIV infection,
and IS-VL patients as those with VL receiving treatment
with corticosteroids, methotrexate or anti-TNF drugs,
regardless of the underlying disease.

Delay in diagnosis was described as the days elapsed
between the patient reporting the onset of symptoms
and a diagnosis being made. Treatment outcomes were
described as [3]: (i) initial response: clinical improve-
ment at the end of treatment; (ii) relapse: recurrence
(meeting VL criteria once again) after initial response;
(iii) definitive response/cured patient: absence of clinical
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symptoms 1 year after finishing treatment or re-treat-
ment after relapse; and (iv) failure: lack of initial response
and/or relapse.

Haemophagocytic lymphohistiocytosis (HLH) was
deemed present when at least five of the eight diagnos-
tic criteria re-defined in 2004 by the HLH Study Group
were met [12]. Only six of the eight criteria were evalu-
ated (the absence of NK activity and soluble CD25 could
not be tested): (i) fever; (ii) splenomegaly; (iii) cytopenia
(affecting >2 of 3 lineages in the peripheral blood); (iv)
hypertriglyceridaemia and/or hypofibrinogenaemia; (v)
hemophagocytosis in the bone marrow, spleen or lymph
nodes; and (vi) ferritin > 500 pg/1.

Variables recorded and diagnostic tests performed
Epidemiological variables

The epidemiological variables recorded were age, gender,
country of origin, ethnicity, delay in diagnosis, comorbid-
ities (diabetes, cirrhosis, neoplasms), HIV and treatment
with methotrexate, steroids or anti-TNF.

Clinical variables

The clinical variables recorded were symptoms at diagno-
sis: splenomegaly (examined physically or by ultrasonog-
raphy/CT; defined as a spleen >13 cm in cephalocaudal
diameter), anaemia (haemoglobin < 12 mg/dl), leucopenia
(<4000 leucocytes/mm?), thrombocytopenia (< 150,000
platelets/mm?®), C-reactive protein (CRP), erythrocyte
sedimentation rate (ESR) and plasma ferritin.

Diagnostic variables and tests
Parasites were visualised by optical microscopy (bone
marrow aspirate), cultivation (bone marrow aspirate) in
Novy-MacNeal-Nicolle medium, or PCR-detected (Leish-
mania spp. DNA) in blood and bone marrow aspirate. All
samples were sent to the National Center of Microbiol-
ogy, ISCIII (Majadahonda, Madrid), for analysis.
Serological examination included immunochromato-
graphic RDT based on antigen rK39-ICT, ilFAT and/or
ELISA. The RDT (rK39-ICT) test was performed using
colorimetric dipsticks, employing the SD Leishmania Ab
kit (Standard Diagnostics, INC., Yongin-si, Gyeonggi-
do, Korea) according to the manufacturer’s instructions.
These dipsticks detect antibodies against the rK39 anti-
gen. The results are available in less than 1 h. Our hos-
pital laboratory began using this test in April 2011.
ELISA was used to detect total antibodies against Leish-
mania using the Leishmania ELISA 1gG+IgM kit (Vir-
cell Microbiologists, Granada, Spain). This technique is
considered as reliable as i[FAT and has been available at
our hospital since April 2011. Before April 2011, samples
were sent to the Microbiology Department of the Hos-
pital Universitario Severo Ochoa for ilFAT testing using
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the Leishmania Indirect Immunofluorescence Antibody
Test kit (Vircell Microbiologists, Granada, Spain). Titres
> 1:80 were considered positive.

Treatment and outcome variables

The following treatment and outcome variables were
recorded: type of treatment, dose, adverse effects (cre-
atinine > 0.5 mg/dl over baseline, chills), initial response,
relapse, definitive response/cure, failure and death.

Statistical analysis

Qualitative variables were characterized by their absolute
and relative frequencies. Quantitative variables were ana-
lysed using the Kolmogorov—Smirnov test to determine
if they fitted a normal distribution. Results are presented
as the mean + standard deviation (SD) for normally dis-
tributed variables, and as the medians plus interquartile
range (IQR) for those that were not.

Results for categorical variables for the different patient
groups were examined using the Chi-square test; when
any frequency was <5, Fisher’s exact test was used.
Non-categorical variables were compared using either
Student’s t-test (for parametric variables) or the Kruskal—
Weallis test (for non-parametric variables).

Multivariate logistic regression was performed to
determine the association of different variables with “fail-
ure” and “relapse” The regression model included age,
sex, sub-Saharan origin, delay in diagnosis, plasma ferri-
tin, HLH, adequacy of liposomal amphotericin B (LAB)
dose, compliance with secondary prophylaxis (patients
with HIV-VL) and immunological status. Significance
was set at P<0.05. All calculations were performed using
SPSS v.15.0 software for Windows.

Results

Distribution of cases by immunological status and year
Since the beginning of the outbreak, 111 patients have
met the case definition criteria for VL. Fourteen patients
clinically suspected of having VL returned positive sero-
logical results (1 by RDT rK39-ICT and 13 by ELISA)
but did not meet the case definition criteria. Of these
14 patients, four had autoimmune disease, two were on
immunosuppressant therapy, and for two a diagnosis of
Q fever was made.

The 111 confirmed cases of VL were distributed as fol-
lows: 11 (10%) HIV-VL, 16 (14%) IS-VL and 84 (76%)
IC-VL; Fig. 1 shows their diagnostic distribution by
year compared to previous VL cases. Five (3.5%) IC-VL
patients had liver cirrhosis and three (2.1%) had some
type of active non-haematological malignancy.

Tables 1 and 2 show patient baseline characteristics at
the time of HIV-VL or IS-VL diagnosis. No cases of liver



Horrillo et al. Parasites Vectors (2019) 12:359

30

Number of VL cases

> e ®

N NS N

AR AR
®

& o @
N N N N N N
S S S S S

Date of diagnosis (year)
Fig. 1 Distribution of VL patients diagnosed at the Hospital
Universitario de Fuenlabrada since its opening. Abbreviations: IC-VL,
visceral leishmaniasis in immunocompetent patients; HIV-VL, visceral
leishmaniasis in patients with HIV; IS-VL, visceral leishmaniasis in
immunosuppressed patients (receiving steroids, methotrexate,
anti-TNF)

tumoral disease or congenital immunodeficiency were
detected (Table 2).

Clinical features
Table 3 and Fig. 2 show the clinical characteristics of the
patients according to their immunological status.

The majority of affected immigrants came from Equato-
rial Guinea (n=24) and Nigeria (n=14), all of whom had
been living in Spain for over 6 months. No significant dif-
ferences were recorded for this group with respect to the
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mean distance to the focus of the outbreak (mean=+SD
908 +590 vs 9554551 m for the remaining patients;
ANOVA: F(; 49)=0.058, P=0.810) or body weight before
the start of treatment (79.5 +18.7 vs 75.4 £ 19.5 kg for the
remaining patients; ANOVA: F; 1o5=1.313, P=0.26).

Overall, 38% of the patients (56% of the IS-VL patients,
18% of the HIV-VL and 37% of the IC-VL patients) ful-
filled the criteria for HLH (Table 3). Table 4 shows the
results for the HLH criteria assessed.

Diagnosis

Table 5 shows the results of the diagnostic tests. Before
the introduction of the RDT (rK39-ICT) test, the median
delay in diagnosis was 30 days (IQR: 18.5-82.5). After
the introduction of the test it decreased to a median of
16 days (IQR: 10-28) (Kruskal-Wallis H-test: y*=5.094,
df=1, P=0.024).

Treatment and outcome

Three patients with IC-VL were not treated, two with
IC-VL were lost to follow-up, and one died due to
complications of advanced cirrhosis before starting
treatment. A total of 108 patients therefore received
treatment, 104 with liposomal amphotericin B (LAB)
and four with amphotericin B lipid complex (LABC)
(doses shown in Table 6). All HIV-VL patients received
HAART and secondary prophylaxis for VL after their
VL diagnosis.

An increase in creatinine of > 0.5 mg/dl over baseline
was observed in 35 patients (32%), but was reversible
in all cases. Chills were recorded in 10 patients (9%).
No significant differences in adverse effects were seen
between the patient groups.

Table 1 Baseline characteristics of the patients with HIV (HIV-VL) at the time of VL diagnosis

Sex, age (years) HIV risk factor? Origin Time between HIVand  HCV co-infection (@) Viral load® HAART
VL diagnoses

Male, 48 PDU Spain 27 years HCV 99 348,063 No
Male, 46 PDU Spain 20 years HCV 4 563,499 No
Male, 34 Hetero Peru 3 years No 29 288,439 No
Female, 45 Hetero Eq. Guinea 4 years No 305 <20 TDF/FTC/ERV
Male, 48 PDU Spain 16 years HCV 46 660,099 No
Male, 37 Hetero Nigeria 3 months No 322 21,511 No
Female, 21 Vertical Eq. Guinea 21 years No 16 60,600 No
Male, 32 Hetero Romania 20 days No 59 143,400 No
Male, 36 Hetero Nigeria 6 days No 4 1,169,645 No
Male, 39 MSM Poland 5 months No 48 149,661 No
Male, 33 MSM Moldova 2 days No 40 1,610,000 No

? How the patients became infected by HIV

® Number of RNA viral copies/ml at the moment of VL diagnosis

Abbreviations: PDU, parenteral drug user; MSM, men who have sex with men; Hetero, heterosexual; CD4, number of CD4 cells/mm? at the moment of VL diagnosis;
HAART, highly active antiretroviral therapy; HCV, hepatitis C virus; TDF/FTC/EFV, tenofovir/emtricitabine/efavirenz
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Table 2 Characteristics of the immunosuppressed patients (IS-VL) at the time of VL diagnosis
Sex, age (years) Underlying disease Origin  Time between starting Corticosteroids (CE)? Methotrexate Anti-TNF Others
immunosuppression and VL
diagnosis
Female, 68 RA Spain > 1year CE, low Methotrexate No No
Male, 50 IBD Spain 4 months CE, intermediate No No No
Male, 88 COPD Spain > 1year CE, high No No No
Male, 64 Psoriatic arthritis Spain > 1year No Methotrexate No No
Male, 40 ulp Spain > 1year CE, intermediate No No Azathioprine
Female, 54 RA Spain > 1year CE, intermediate Methotrexate Etanercept No
Female, 69 RA Cuba 4 months CE, intermediate Methotrexate No No
Male, 54 Psoriatic arthritis Spain Mtx > 1 year, Eta 10 months  CE, low Methotrexate Etanercept  No
Male, 65 COPD Spain > 1year CE, high No No No
Female, 44 IBD Spain > 1year No No Infliximab Azathioprine
Female, 60 RA Spain > 1year No Methotrexate No IL-20
Female, 47 IBD Spain 16 months No No Adalimumab No
Female, 44 Psoriasis Spain > 1 year No Methotrexate No No
Male, 72 Giant-cell arteritis Spain > 1 year CE, high No No No
Male, 33 Tubulo-interstitial nephritis  Nigeria 5 months CE, high No No No
Male, 30 IgA nephropathy Spain > 1year CE, low No No No

@ CE doses (prednisone equivalent): low dose, below 5 mg/day; intermediate dose, 5-10 mg/day; high dose, above 30 mg/day

Abbreviations: RA, rheumatoid arthritis; IBD, inflammatory bowel disease; COPD, chronic obstructive pulmonary disorder; UIP, usual interstitial pneumonia; CE,

corticosteroids; IL-20, monoclonal antibody anti-IL-20

All but one patient met the initial response crite-
ria (99%). The median follow-up of all treated patients
was 316 weeks (IQR: 216-370), with no significant dif-
ferences with respect to immunological status. Four-
teen treatment failures (12.9%) were noted, 13 relapses
(12%) and one lack of initial response (0.9%) (Table 6).
Only four of the 14 patients who failed met the criteria
for HLH (29%). No association was seen between meet-
ing the criteria for HLH and relapse (P=0.315). Table 7
shows the detailed characteristics of the eight IC-VL
patients who relapsed.

Multivariate analysis identified treatment failure and
relapse to be associated with doses of <21 mg/kg in
IC-VL patients (OR: 14.7; 95% CI: 2.6—83.3; P=0.002)
and non-compliance with prophylaxis in HIV-VL (OR:
7.2; 95% CI: 1.5-34.2; P=0.013).

Discussion

Clinical features

The epidemiological characteristics of patients with VL
in Fuenlabrada have undergone no substantial changes
since the outbreak was declared ten years ago [2]. The
present sample is dominated by males, as is the case for
most VL case series [13—16], and contains patients of all
ages (up to 95 years), as might be expected from data for
epidemic outbreaks in non-endemic areas. In previous
IC-VL series, male children dominated the sample, both
in Spain [17] and in Italy [13, 18—20]. These Italian series

from more than 20 years ago still form the basis of cur-
rent treatment guidelines for VL, including for adults,
in the Mediterranean area. In the present outbreak, the
patients with IS-VL were older. A disproportionately high
number of sub-Saharan immigrants with VL has been
recorded since the beginning of the outbreak, despite
the fact that the foreign population makes up only 13%
of Fuenlabrada’s population [2], perhaps due to genetic
factors [6]. The present results suggest that they were not
infected in their countries of origin, and no differences
were seen between them and the remaining patients in
terms of the distance they lived from the focus of the
outbreak.

Fever, splenomegaly and pancytopenia are the main
clinical criteria of VL [3, 7], and affected >90% of the
patients in the present study. For many, cough, headache
(in 30%), vomiting and abdominal pain were recorded,
non-specific symptoms that hinder making a differential
diagnosis. Certainly, thrombocytopenia, splenomegaly
and non-specific focalizing symptoms can be confused
with viral syndromes, or malaria in the case of sub-
Saharan patients, or immunosuppressant-induced pan-
cytopenia in the case of IS-VL patients. In areas where
VL is little expected, diagnosis can become difficult, as
revealed by the high median diagnostic delay in the first
years of the outbreak.

Fever and plasma ferritin were the only clinical features
that were less frequent in patients with HIV-VL. A lower
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Table 3 Clinical characteristics according to immunological status
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IC-VL (h=284) HIV-VL (n=11) IS-VL (n=16) Total VL (n=111) P-value

Male (%) 73 82 56 71 0.297
Age (mean £ SD, years) 440+£16.5 382480 5484160 450+£16.9 ANOVA: F(5 119 =6.22,P=0017*
Immigrants (%) 58 73 13 53 ¥’'=13.22,df=2,P=0001*
Sub-Saharan origin (%) 54 36 13 46 ¥ =958, df=2, P=0.008*
Diabetes (%) 16 9 13 14 0.828
Distance to park (mean % SD, m) 922 +566 9284701 917 4+544 9214569 0.999
Delay of diagnosis® (median (IQR), 18.5 (14-30) 21 (16-60) 24 (10-60) 20 (13-30) 0.640

days)
Fever (%) 98 73 94 95 X2= 11.81,df=2, P=0.003*
Asthenia (%) 49 46 69 51 0315
Weight loss (%) 40 36 31 39 0.786
Anorexia (%) 33 36 25 32 0.784
Cough (%) 31 36 31 32 0.836
Cephalea (%) 35 9 19 30 0.113
Vomiting (%) 21 9 0 16 0.056
Abdominal pain (%) 15 18 12 15 0.762
Odynophagia (%) 10 9 6 9 0.906
Diarrhoea (%) 6 18 13 8 0314
Dyspnoea (%) 7 9 0 6 0.512
Weight (mean = SD, kg) 7854191 683+£180 7644201 77.1419.2 0.254
Clinical splenomegaly (%) 29 46 31 31 0.537
Radiological splenomegaly, n/T (%) 75/79 (95) 10/11(97) 13/15(87) 93 0472
Spleen size (mean £ SD, cm) 157420 159421 1524232 157+20 0.627
Anaemia (haemoglobin < 12 mg/ 87 82 94 87 0.599

dl) (%)
Haemoglobin (mean =+ SD, mg/dl) 102417 109+13 94+15 102417 ANOVA: F; 106 =324, P=0.043%
Leukopenia (< 4000/mm3) (%) 90 82 94 90 0.587
Leucocytes (mean=£SD, mm?3) 2715+902 2513+£1208 2470+£1083 2658+£958 0.565
Thrombocytopenia (< 150,000/mm?) 93 91 100 94 0.512

(%)
Platelets (mean == SD, mm?) 93,379£41,771 103,364+£38263 77,8754+29,132 92,1114£40,077 0.228
CRP (mean £ SD, mg/dl) 122+£73 83168 92+69 113+£73 0112
CRP > 10 mg/dl 56 36 38 51 0.225
Ferritin (median (IQR), ng/ml) 2264 (914-6368.5) 712 (469-1098.5) 1854 (1146-5369) 1969 (838-5784) Kruskal-Wallis H-test: x> =6.31,

df=2,P=0.043*

Ferritin > 1000 ng/ml, n/T (%)
ESR, n/T (mean = SD, mm/h)

ESR > 70 mm/h, n/T (%)
Triglycerides (mean +SD, mg/dl)
HLHP, n (%)

Auto-antibody positive, n/T (%)

Serology infectious diseases® positives,
n/T (%)

56/73(77)
25/44 (73£32)
25/44 (57)
220481
31(37)

13/44 (30)
25/55 (46)

176 (17)

3/6 (73 4+26)
3/6 (50)
170£66
2(18)
2/4(50)

1/6 (17)

11/14 (79)
2/11 (60435)
2/11(18)
203464

9 (56)
3/1421)
5/10 (50)

68/93 (73)
30/61 (71 £32)
30/61 (49)
211+78

42 (38)

18/62 (29)
31/71 (44)

¥’'=1181,df=2,P=0005*
0494
0.072
0.124
0.129
0.535
0.366

@ Time in days from when patient noticed symptoms to diagnosis

b HLH criteria are shown in Table 4

¢ 1gG positive for other infectious diseases: Borrelia burgdorferi 11, Coxiella burnetti 10, Parvovirus 6, Mycoplasma 4, Chlamydophila 4, Rickettsia 4, Syphilis RPR 2

Abbreviations: n, sample size for each group; IC-VL, visceral leishmaniasis in immunocompetent patients; HIV-VL, visceral leishmaniasis in patients with HIV; IS-VL,
visceral leishmaniasis in immunosuppressed patients (receiving steroids, methotrexate, anti-TNF), SD, standard deviation; IR, interquartile range; n/T, number of
positives/total number tested; CRP, C-reactive protein; ESR, erythrocyte sedimentation rate; HLH: haemophagocytic lymphobhistiocytosis

*P < 0.05
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Fig. 2 Age distribution of VL patients during the outbreak.
Abbreviations: IC-VL, visceral leishmaniasis in immunocompetent
patients; HIV-VL, visceral leishmaniasis in patients with HIV; IS-VL,
visceral leishmaniasis in immunosuppressed patients (receiving
steroids, methotrexate, anti-TNF)

proportion of patients with fever has been described in
transplanted patients with VL [21]. This has been related
to the incapacity of the humoral immune system to act

Table 4 HLH criteria assessed
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against the parasite. However, the clinical presentation
of disease was similar across the three patient groups.
Some atypical forms, such as mucosal leishmaniasis and
asymptomatic carriers, can be more common in patients
co-infected with HIV, but in our experience the clinical
presentation of HIV-VL was similar, in most cases, to
that of IC-VL [11].

A large number of patients met the criteria for HLH, a
syndrome associated with very high mortality [12]. How-
ever, no higher mortality nor risk of relapse was seen in
the present work; indeed, the response to treatment for
VL was good. In the Fuenlabrada setting, VL needs to be
ruled out in all cases of HLH given its prognostic impli-
cations [22]. In the IC-VL and IS-VL patients, plasma fer-
ritin was notably elevated; indeed, such concentrations
are associated with very few diseases and in the present
context can be taken as a relatively specific sign of VL.

A high percentage (30%) of patients were positive for
auto-antibodies (commonly found in patients with VL)
and for antibodies to other infectious agents (especially
Borrelia and Coxiella) (45%). VL can therefore be initially
confused with autoimmune disease [23], and certainly the
cross-reactivity of these auto-antibodies with the histone
protein of Leishmania [24] has been described. Thus,
patients with autoimmune disease but without VL may

IC-VL (h=284) HIV-VL (n=11) IS-VL (h=16) Total (hn=111) P-value
Fever (%) 98 73 94 95 ¥=1181,df=2, P=0.003*
Radiological splenomegaly (%) 95 91 87 93 0472
Cytopenia (at least 2 blood cell lines) (%) 94 91 94 94 0.930
Hypertriglyceridemia (> 265 mg/dl) (%) 23 9 25 22 0.552
Hemophagocytosis in bone marrow (%) 50 22 75 52 XZ =6.69, df=2,P=0.035*
Ferritin > 500 mg/!I (%) 86 78 93 86 0.551

Abbreviations: n, sample size for each group; IC-VL, visceral leishmaniasis in immunocompetent patients; HIV-VL, visceral leishmaniasis in patients with HIV; IS-VL,
visceral leishmaniasis in immunosuppressed patients (receiving steroids, methotrexate, anti-TNF)

*P < 0.05

Table 5 Diagnostic test results

IC-VL (n=84) HIV-VL (n=11) IS-VL (hn=16) Total (h=111) P-value

RDT (rk39-ICT) (n/T, %) 26/62 (42) 5/10 (50) 7/12 (58) 38/84 (45) 0.550

ELISA/IIFAT (n/T, %) 77/81 (95) 11/11 (100) 16/16 (100) 104/108 (96) 0.500

Optical microscopy (bone marrow) (n/T, %) 32/78 (41) 5/10 (50) 8/16 (50) 45/104 (43) 0.726

Culture (bone marrow) (n/T, %) 6/28 (21) 3/3 (100) 3/6 (43) 12/37 (32) X2=8.64,
df=2,
p=0.013*

PCR (bone marrow) (n/T, %) 67/73 (92) 9/10 (90) 16/16 (100) 92/99 (93) 0474

PCR (blood) (n/T, %) 21/25 (84) 4/4 (100) 7/8 (88) 32/37 (87) 0.682

Abbreviations: RDT (rK39-ICT), rapid diagnostic test,immunochromatographic test based on rk39 antigen; n, sample size for each group; IC-VL, visceral leishmaniasis
in immunocompetent patients; HIV-VL, visceral leishmaniasis in patients with HIV; IS-VL, visceral leishmaniasis in immunosuppressed patients (receiving steroids,

methotrexate, anti-TNF); n/T, number of positives/total number of tests performed
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Table 6 Dose and clinical outcome in patients with VL
according to their immunological status

LAB dose? (mg/kg) VL treated (n=108) Relapses
(ﬂ = 14,
13.0%)
IC-vLP 81 8(9.9%)
15 2 1(50.0%)
18 5 3 (60.0%)
21 63 LAB+2 ABCL 3 (4.6%)
30 5LAB+1 ABCL 1(16.7%)°
HIV-VL 11 3(27.3%)
21 1 1(100%)¢
30 4 2 (50.0%)°
40 6 0
IS-VL 16 3(18.8%)
21 3LAB+1ABCL 1(25.00)"
30 4 1(25.0%)°
40 8 1(12.5%)

@ Usual LAB standard dose (see text): IC-VL 18-21 mg/kg; HIV-VL 30-40 mg/kg;
IS-VL 21-40 mg/kg

b 3|C-VL patients with solid neoplasms were treated with 21, 30 and 40 mg/dl
each, with no relapses

¢ Relapsed and died during retreatment

9 This patient was clinically cured after treatment but voluntarily stopped
secondary prophylaxis and relapsed

€ One patient was clinically cured after treatment but voluntarily stopped
secondary prophylaxis and relapsed

f Lack of initial response, cured after retreatment

Abbreviations: LAB, liposomal B amphotericin; ABLC, amphotericin B lipid
complex; IC-VL, visceral leishmaniasis in immunocompetent patients; HIV-VL,
visceral leishmaniasis in patients with HIV; IS-VL, visceral leishmaniasis in
immunosuppressed patients (receiving steroids, methotrexate, anti-TNF)

test positive for Leishmania serology in ELISA. Indeed,
four of the present patients had false positive serology
results but did not meet the case definition criteria.

Table 7 Clinical features of IC-VL patients who relapsed
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Diagnosis

RDT based on rK39 was introduced during the outbreak
as a first step test in the diagnosis of VL. Combining
the RDT test with conventional testing is now recom-
mended in the WHO European guidelines 2017 [3], but
this was not the case in 2010 [7]. Although RDT has been
reported as a sensitive and specific test (>90% for both),
the results returned have been highly variable by region
[10]. The two studies performed in Europe reported sen-
sitivities of between 52 and 100% [25, 26]. Its reliabil-
ity for detecting L. infantum in Europe is therefore not
clear. RDT (rK39-ICT) returned positive results for only
50% of patients with actual VL, although it had a posi-
tive predictive value (PPV) of 99%. Thus, a negative test
cannot rule out VL, but a positive test for a patient in
whom VL is clinically suspected is almost confirmatory.
Conventional il[FAT and ELISA returned positive results
for 96% of patients with VL, but at least 13 patients had
false positive results (PPV 89%). This loss of specificity
is not surprising in the context of an epidemic in which
there may be many asymptomatic patients exposed to
Leishmania who return a positive serological test. Thus,
according to the present results, a patient with suspected
VL who returned both positive RDT (rK39-ICT) and
ELISA/iIFAT tests (regardless of the antibody titre) could
be treated without the need for any additional test, while
another disease should be sought in a patient returning
two negative results. The WHO guidelines recommend
that, where there is disagreement, a parasitological test
is advisable, but in our experience this disagreement
always involves a negative RDT (rK39-ICT) and a posi-
tive ELISA/IiIFAT test.

No serological differences were detected between
the IC-VL, IS-VL and HIV-VL patients. Based on older
series, serological results are usually understood to be
the least reliable for diagnostic purposes in patients with
HIV-VL [11]. However, a recent meta-analysis detected

Sex, age (years) Origin Sub-Saharan? Days to relapse Drug Dose (mg/kg) Retreatment dose (mg/kg) Status 6 months
after retreatment

Male, 38 Spain No 270 LAB 15 35 Cured

Male, 95 Spain No 30 LAB 18 30 Cured

Male, 15 Spain Yes 60 LAB 18 30 Cured

Female, 37 Eq. Guinea Yes 115 LAB 18 21 Cured

Female, 64 Eg. Guinea Yes 97 ABLC 21 30 (LAB) Cured

Male, 34 Eq. Guinea Yes 165 LAB 21 20 (LAB 4 miltefosine) Cured

Male, 39 Nigeria Yes 71 LAB 21 40 Cured

Male, 51 Spain No 190 LAB 30 12 (exitus cirrhosis) Exitus

? Relapses in persons of sub-Saharan origin with IC-VL: 11.9% (5/42) vs 7.9% (3/38), P=0.414

Abbreviations: LAB, liposomal B amphotericin; ABLC, amphotericin B lipid complex
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better results for the most current series [27]. This might
be explained in that these older series involved patients
who were infected via the sharing of needles. Only three
of the present HIV-VL patients acquired HIV via the par-
enteral route, and even in these patients, HIV was diag-
nosed at least 16 years before VL. It is therefore likely
that all were infected via the normal vector. To examine
this further, clinical and epidemiological data should be
included in future studies on the serology of HIV-VL
patients.

Treatment and outcome

The treatment of choice for L. infantum-induced IC-VL
is LAB (18-21 mg/kg total), but the recommendation
level is low [3, 8]: no double-blind randomised stud-
ies comparing different treatment regimens have been
undertaken, the case series on which this treatment
choice is based are >20 years old, and the data extracted
from them refer largely to Italian children [13, 18, 19, 28].
In one of these studies, 15 mg/kg LAB cured 90% of the
patients [13]. Given the renal toxicity of this drug, two of
the present IC-VL patients were treated with 15 mg/kg. A
cure rate of 100% was hoped for, but one patient relapsed.
In addition, five IC-VL patients were treated with a dose
of 18 mg/kg, as recommended by current guidelines [7],
and three of these (60%) relapsed. Thus, an unexpectedly
high relapse rate was observed with the <21 mg/kg dose,
which was in fact the only factor associated with relapse
in the IC-VL patients. One might hypothesise about the
virulence of the strain [29] or whether there are higher
relapse rates among sub-Saharan patients, but the dif-
ferences are not statistically significant. In our routine
practice we strongly recommend the use of the standard
regimen approved by the FDA for adults, i.e. 3 mg/kg/day
on days 1-5, 14 and 21 in adults with IC-VL [8], avoid-
ing other regimens and doses based on results obtained
in children [13, 20].

Some guidelines recommended that patients with
IC-VL should be followed up for 6-12 months [7, 8].
During the outbreak, two of our patients (25%) relapsed
after six months; it would therefore seem sensible to
monitor patients for up to 12 months [3].

Only three patients with active VL died during the
outbreak: one IS-VL and two IC-VL patients. The latter
two had severe chronic liver disease and were in a pre-
transplant situation; the main cause of their deaths was
deemed to be liver disease. However, the patients who
also had cancer responded well, with no relapses.

Most guidelines recommend a higher dose of LAB (40
mg/kg) for patients co-infected with Leishmania and
HIV, but the level of evidence for this is very low [3, 8].
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A 30 mg/kg dose has also been recommended [7]. These
recommendations were initially based on two case
series, one of ten patients [30] and one of five patients
[31], collated during the pre-HAART era. In both stud-
ies the initial response was good, but the percentage of
relapses was high since secondary prophylaxis was not
provided [32]. Although later, non-randomized studies
that included HAART and secondary prophylaxis with
LAB endorsed this strategy [33], the dose has not been
re-evaluated despite some case series studies report-
ing an initial response with 15 mg/kg [34], 22 mg/kg
[35] and 30 mg/kg [18]. The present HIV-VL patients
had a good initial response to both the 30 and 40 mg/
kg doses, so these lower doses seem appropriate. With
current HAART, patients may certainly require less
than 30 mg/kg, and secondary prophylaxis could likely
be safely avoided in selected patients [36]. Multicentre
trials to investigate the treatment of HIV-VL have been
called for in different reviews [9, 33].

Finally, the IS-VL patients formed a heterogeneous
group. It has been reported that steroids, methotrexate
and anti-TNF drugs may favour the appearance of VL
(these patients are considered immunosuppressed) [9,
37, 38]. Current recommendations suggest they should
be managed in a manner similar to IC-VL patients, but
this is based on evidence provided by individual cases
[3, 8, 9]. The present IS-VL patients responded similarly
to doses of 21 and 40 mg/kg LAB, and no factor associ-
ated with the few relapses recorded could be identified.
More information on the treatment of such patients is
required.

The main limitation of this work is its observational
nature. For any conclusions to be drawn regarding the
diagnostic tests performed or different treatment regi-
mens tried, comparative clinical trials would need to be
performed. In addition, the data were collected during
an epidemic outbreak, and the sample excludes chil-
dren and the recipients of solid organ transplants (to
whose populations the results cannot be extrapolated).

Conclusions

IS-VL was more frequent than HIV-VL; the lack of expe-
rience in dealing with IS-VL is a challenge that needs to
be met. Given the present setting, it was deemed always
appropriate to consider VL in the differential diagnosis of
fever, splenomegaly, pancytopenia and very high plasma
ferritin. The clinical features of the patients in each group
were similar, although HIV-VL patients had less fever
and lower plasma ferritin. RDT (rK39-ICT) was found
to be highly specific as a diagnostic test, but much less
sensitive than reported in other scenarios; however, a
combination of positive RDT and ELISA or ilFAT tests
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is enough to warrant the start of treatment. The serology
of HIV-VL, IS-VL and IC-VL patients was similar. Cur-
rent guidelines for treatment seem appropriate, but the
doses of LAB requited to treat patients with HIV-VL and
IS-VL are poorly defined; more information is needed.
The standard regimen of LAB (3 mg/kg/day on days 1-5,
14 and 21) seems appropriate for the treatment of adults
with IC-VL, but not lower doses. Developing methods to
help predict relapse would be very useful.
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