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“Por medio de los microscopios
Los microbios
Observan a los sabios”

Suenan timbres

Luis Vidales (1904-1990), poeta colombiano.
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1. RESUMEN

1.1. Antecedentes

La leishmaniasis visceral (LV) es una grave enfermedad protozoaria endémica en diversas
areas, incluida Espafia, donde predomina la especie Leishmania infantum. El diagndstico se
realiza habitualmente mediante la observacién del parasito en el aspirado de médula dsea,
una técnica de diagndstico segura y rapida, pero con frecuentes falsos negativos. Otros
métodos de diagndstico como los procedimientos seroldgicos y la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) tienen una alta sensibilidad, pero no siempre estan disponibles o el
resultado se puede retrasar en el tiempo. En el afio 2009, comenzd un brote de leishmaniasis
visceral en la zona sur de la Comunidad de Madrid, centrado en la localidad de Fuenlabrada;
estos pacientes presentaban alteraciones en la sangre y en la médula ésea no habituales en
otras patologias, que han sido analizadas en esta Tesis Doctoral con intencién de crear un
modelo diagndstico predictivo basado en estas alteraciones para mejorar el diagndstico

precoz de la leishmaniasis visceral.

1.2. Metodologia

Se realizd un estudio observacional de todos los pacientes con diagndstico o sospecha
diagndstica de leishmaniasis visceral, a partir de los datos del hemograma, la bioquimica
sanguinea y las caracteristicas del aspirado de médula dsea, realizados dentro de la practica
clinica habitual, en pacientes mayores de 15 afios valorados en el hospital de Fuenlabrada

entre los afios 2009 y 2014. En los casos de leishmaniasis visceral el diagndstico fue
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confirmado por observacion microscépica del parasito en médula ésea, por PCR o por
serologia. Se compararon los pardmetros de estos pacientes con diagndstico confirmado de
leishmaniasis visceral (grupo leishmaniasis visceral) con el grupo de pacientes con sospecha
diagnodstica de leishmaniasis visceral finalmente no confirmada (grupo no leishmaniasis
visceral), y también con los pacientes diagnosticados de sindrome mielodispldsico, causa mas
frecuente de citopenias relacionadas con alteracién de la médula dsea (grupo de sindrome

mielodisplasico).

Dentro del grupo con diagndstico final confirmado de leishmaniasis visceral se realizaron
comparaciones entre distintos subgrupos en funcidon de caracteristicas como estado de
inmunidad, origen geografico, presencia de hemofagocitosis y si se habia observado o no el

pardsito en la médula dsea.

Posteriormente se elabord un modelo predictivo diagndstico multivariante de leishmaniasis
visceral, a partir de los hallazgos en médula ésea de los pacientes con diagnéstico final de
leishmaniasis visceral en los que el pardsito no se habia visualizado por microscopia en médula
6sea (periodo 2009-2014). Se realizd una validacidon interna del modelo por técnicas
“bootstrap”, y una validacién externa en otro grupo de pacientes, que incluia los pacientes en
los que si se observo el parasito en médula ésea (del mismo periodo 2009-2014), mas todos
los pacientes con sospecha clinica de leishmaniasis visceral durante el periodo comprendido

entre los afios 2015 y 2017.
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1.3. Resultados

Los parametros diferenciales significativos en pacientes con leishmaniasis visceral respecto a
los pacientes que no tienen leishmaniasis visceral (indicando entre paréntesis los valores
medios o medianos del grupo con leishmaniasis visceral) son los siguientes: en la médula ésea,
aumento de megacariocitos (4/5) y porcentajes aumentados de células plasmaticas (6.2 %),
macroéfagos (1.1 %) y serie eritroide (37.5 %), junto con disminucién de serie mieloide (42 %)
y mayor frecuencia de hemofagocitosis; en los recuentos sanguineos, disminucién de
hemoglobina (102 g/L), leucocitos (2.6x10%L) y plaquetas (98x10%L); y en bioquimica,
aumento de I1gG (15.9 g/L), ferritina (2231 pg/L), lactato deshidrogenasa (433 U/L), proteina
C reactiva (102 mg/L), AST (65.5 U/L) y triglicéridos (2.09 nmol/L). La comparacién con los
sindromes mielodisplasicos no muestra como parametros diferenciales ni las series mieloide

y eritroide ni la hemoglobina, manteniéndose la diferencia en los otros parametros.

Detectamos algunas particularidades en la médula dsea de los siguientes grupos de pacientes

con leishmaniasis visceral:

1. En los que no se observd el parasito en la médula ésea respecto a los que si se
observd, estos ultimos con mayor proporcidn de plasmaticas y de linfocitos.

2. Enlos que tenian coinfeccidon con VIH, con mayor proporcion de linfocitos y menor de
serie eritroide.

3. Enlos de origen africano subsahariano, con mayor proporcion de células plasmaticas
y menor de serie mieloide.

4. En los que presentaban hemofagocitosis, con mas hipercelularidad, mayor recuento
de macrofagos y mas hiperplasia megacariocitica. Se confirmo también una elevada

frecuencia de linfohistiocitosis hemofagocitica.
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El modelo predictivo diagndstico de leishmaniasis visceral elaborado tiene en cuenta los
siguientes parametros: % de células plasmaticas, % de serie mieloide y cuantificacion de
megacariocitos en médula ésea, con un drea bajo la curva COR de 0.87 (0.78-0.96). La
validacién interna, con un area bajo la curva COR de 0.85 (0.75-0.95), y la validacién externa,

con 0.92 (0.82-1.00), indicaron un funcionamiento correcto del modelo.

1.4. Conclusion

En los pacientes con sospecha clinica de leishmaniasis visceral, cuando el parasito no se
observa en el aspirado de médula, y se descarta un sindrome mielodispldsico, los parametros
gue pueden ser Utiles para discriminar entre pacientes con y sin leishmaniasis visceral son: en
la médula dsea, los aumentos de megacariocitos, células plasmaticas, macréfagos y serie
eritroide (o en lugar de esta ultima la disminucion de serie mieloide), y la hemofagocitosis; en
los recuentos sanguineos, la disminucién de hemoglobina, leucocitos y plaquetas; y en la

bioquimica sérica, aumento en suero de IgG, ferritina, LDH, CRP, AST y triglicéridos.

Ademas, el uso del modelo predictivo diagndstico de leishmaniasis visceral (basado en la
cuantificacién de megacariocitos, % de células plasmaticas y % de serie mieloide en médula
dsea), permite aproximar el diagndstico cuando el parasito no se ha observado directamente
en la médula dsea, pudiendo integrarse en un procedimiento global de diagndstico de
pacientes con sospecha de leishmaniasis visceral que facilite la toma de decisiones clinicas en

tiempo adecuado.
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2. INTRODUCCION

2.1. Término Leishmaniasis y palabras clave

2.1.1. Terminologia

Tanto el término Leishmaniasis como el de Leishmaniosis estan recogidos en el diccionario de
la Real Academia Espaiola para referirse a esta enfermedad. No se recoge el término Kala-

azar.

Leishmaniasis: 1. f. Med. Zoonosis provocada por un pardsito del género Leishmania.

Real Academia Espaiiola © Todos los derechos reservados

Leishmaniosis: 1. f. Med. leishmaniasis.

Real Academia Espaiiola © Todos los derechos reservados

2.1.2. Palabras clave

Leishmania

Leishmaniasis o leishmaniosis

Leishmaniasis visceral

kala-azar

Médula 6sea

Sangre

Bioguimica sérica
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2.2, Historia de la leishmaniasis

Existe evidencia de la presencia de especies similares a la Leishmania (Paleoleishmania
neotropicum, P.proterus) en fdsiles de moscas de la arena conservados en dmbar del
oligoceno (30 millones de afios de antigliedad) e incluso del cretacico (100 millones de afios
de antigliedad).[1] Se encontraron diversas formas del pardsito, incluyendo promastigotes y

amastigotes en la probdscide y tracto alimentario de dicho insecto (figura 1).

Figura 1. Amastigotes de Paleoleishmania neotropicum en la proboscis de
Lutzomyia adiketis, fosil en ambar de 30 millones de afios (Republica Dominicana).
(cc BY 3.0)[2]

Las primeras descripciones de la leishmaniasis visceral, conocida como kala-azar (“fiebre
negra” en hindi), se realizaron en la India. En 1563, Garcia da Orta, un médico y botdnico
portugués describiéo en Goa, un caso de fiebre, “hinchazén del higado” y afectacién del
sistema linfatico. William Twinning, cirujano destinado en Calcuta publicé en 1832 un libro

sobre las enfermedades de Bengala, en el que describia un cuadro con fiebre intermitente,
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esplenomegalia y sintomas de anemia, con un aumento de incidencia al final del monzén, que

incluso afectaba a europeos y no respondia al tratamiento cldsico del paludismo, la quinina.[3]

A partir de la década de 1860 la enfermedad alcanzé proporciones de epidemia que diezmé
la poblacidon y se detecté en otras regiones de la India, sin poder establecerse claramente la
causa. Se pensaba que se trataba de una forma virulenta de paludismo o anquilostomiasis y

no de una nueva enfermedad.[4]

En mayo de 1903, William Boog Leishman, un médico militar escocés, describié unos
pequefios cuerpos ovales en preparaciones postmortem del bazo de un soldado que padecia
fiebre, disenteria y caquexia. El paciente habia contraido la enfermedad en Dum-Dum, cerca
de Calcuta. Con la tincidn de Romanowsky, estos cuerpos contenian una masa redonda
grande de cromatina y otra mas pequeia en forma de bastén. Leishman considerd que se

trataba de alguna especie de tripanosomiasis.[3]

Casi al mismo tiempo, en julio de 1903, el irlandés Charles Donovan, profesor de fisiologia de
la Universidad de Madras, indicé que habia encontrado los mismos cuerpos en 3 pacientes
gue se suponia habian fallecido de malaria crénica, y los obtuvo también in vivo tras puncién

esplénica de un nifio con fiebre.[3]

Todos estos hallazgos fueron publicados el 14 de noviembre de 1903 en la revista “The British

III

Medical Journal” por el profesor de medicina tropical Ronald Ross, quien daria el nombre de
““corpusculos de Leishman-Donovan” y sugeriria que era un parasito protozoario.[5] Propuso

denominarlo Leishmania donovani.[3]

En 1904, L. Rogers cultiva material obtenido por puncion esplénica y demuestra que se trata

de un parasito flagelado (figura 2).[6]
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Development of hepstomonas of Kala-nzar. x 1,500,

Figura 2 . Imagenes de la Leishmania en sus distintas fases. Rogers L. The Milroy
Lectures on kala-azar. Br Med J. 1907. Publicado con niimero de licencia
4652670925729 de BMJ Publishing Group Ltd.
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Alolargo de las primeras décadas del siglo XX se detecta la leishmaniasis en numerosos paises
del mundo, incluyendo el area mediterrdnea, donde Pianese detecta el parasito en Napoles
en 1905. En nuestro pais es Gustavo Pittaluga quien lo observa por primera vez en Tortosa en
el afo 1912.[7] En las figuras 4 y 5 podemos observar las imagenes y las descripciones
realizadas por este autor, padre de la Hematologia espafnola, en el libro “Enfermedades de la

sangre”, publicado en 1922.

A lo largo de los aios siguientes se generaliza el diagndstico de la leishmaniasis mediante la
puncidén aspiracién de la médula désea, detectandose en los frotis teiiidos la presencia de los

mismos cuerpos de Leishman-Donovan observados en el aspirado esplénico (figuras 3y 6).

-3

Le shmanta donovan:

Figura 3. Macréfago medular parasitado por Leishmania. Diagndstico microscopico
de las enfermedades de los paises calidos, FW Bach y J Zschucke, 1935).
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576 G. Pittaluga

Recientes observaciones inclinan el animo a aceptar esta ulti-
ma opinion.

Muchas veces se aprecia claramente la degeneracion y des.
truccion del citoplasma de las grandes células invadidas por

FiG, 73,

Grupo de Leishmanias en unn preparacion mleroscoplea de pulpn
esplénica (puncion del bazo) en un caso de kalp-nzar infantil, (Obger
vacian personal.)

la leishmania, que aparecen disgregadas, reducidas a palida
sombra alrededor de restos nucleares, en cuya proximidad se
hallan siempre muy numerosos parasitos.

En el higado y en la medula ésea se observa aniloga dis-
tribucion de las formas parasitarias. A veces, las leishmanias
abundan extraordinariamente en la medula 6sea. El examen
histopatologico de estos organos demuestra, ademas, que to-

Figura 4. Extracto del capitulo dedicado a la Leishmania. Enfermedades de la
sangre, Gustavo Pittaluga, 1922.
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Enfermedades de la sangre 577

dos los endotelios vasculares, las paredes de los capilares en
particular, estan repletos de parasitos. Esta localizacion alcan-
za, por demas, en grado mas 0 menos intenso, a todos los te-
rritorios orgénicos; es natural que en los 6rganos mas vascu-
larizados (higado, bazo) y en el érgano hematopoyético por

FIG. 74

Formas liageladas de porasitos del género Laishmania
Mlm&)wwﬁm(omlclﬁnmnﬂ.)

excelencia (medula 6sea), el acimulo de formas parasitarias
sea mayor.

Con el material esplénico extraido ya de un nifio enfermo, ya de
un animal inoculado (perro), pueden obtenerse, como se ha dicho,
cultivos de Leishmania infantum. El pardsito prolifera particularmente
en el agua de condensacién, mezclada con hemoglobina y restos de
hematies, de los tubos al agar-sangre, y presentan la forma tipica
flagelada (véase fig. 74). Por lo general, a los cuatro dias (tempera-
tura de 22° a 24°); a partir de la siembra se aprecian ya con el exa-,
men directo numerosas formas del tipo lepfomonas, en su mayoria

ENFERMEDADES DE LA SANGRE 37

Figura 5. Extracto del capitulo dedicado a la Leishmania. Enfermedades de la
sangre, Gustavo Pittaluga, 1922.
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ENFERMEDADES INFECCIOSAS 405

médula esternal, pero no en la sangre, no estando los plasmodios en las células
reticulares, sino en los glébulos rojos.

Como es sabido, Pianese y Grepine al principio emplearon la puncién de la
médula para diagnosticar las leishmanéosis (Kala-Azar), con la cual aportaron la
demostracién indiscutible de la presencia del pardsito. La puncién del E‘a’zq. antes
cnlgl?adzl. fu’(': suplantada, cha vez mas, por la Punc:én esternal y la dbial. Los
parasitos estin unas veces libres en ¢l parénquima, y otras en el seno de los

macréfagos (fig. 143). Esta enfermedad sucle evolucionar con una intensa anemia

Fig. 143 Kala-Azar. Macréfago de la medula Gsea
con abundantes pardsitos fagocitudos (denominados
corptisculos de Leishman-Donovan).

hipocroma y reaccion medular erivoblistica (Kassmski, Bennamou, Giraup y
Gausert, Catro, Trincao, CarrwricHT y colaboradores, Snarper, Peraez REe-
ponpo, Guasch, Forteza Bovig).

En la histoplasmosis, enfermedad wropical considerada hasta hace poco como
muy rara, se consigue demostrar la presencia del hongo atégeno, histoplasma cap-
sulado que afecta primitivamente ar sistemaredeulohistiocitatio (por eso se deno-
mina, también, al proceso citomicosis reticuloendorelial), no sélo en la sangre y en
¢l pus, sino en ¢l producto de la puncién esternal, Los corpiisculos, andlogos a leva-
duras, son inteacelulares v se encuentran en macrolagos (Curnis y Griwing Ba-
ZATTER),

También s ha logeado demostear Lo presencia de Tos agentes cawsales de la
tripanosomiasts v de Lo fepre, asi como Tas Lavas de 1o frlariosts, en el prodocto
de T puncron medular }R.\sll L)

Fin las enfermedades alérgimas, ademis de Ta cosnohilin medulae, se descubre
en Lo mddula dsea desviacion iequieeda de Ta granulapoyesis, sumenta de las eclulas
plasidticas s monocitosis (FIamesanm),

Figura 6 . Macréfago medular parasitado por Leishmania. Médula ésea
humana, K Rohr, 1950).
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Concomitantemente con el descubrimiento de la Leishmania se empezd a sospechar de la
existencia de un vector responsable de la propagacién del parasito, y ya en 1905 Presat sugirio
la posibilidad de que fueran las moscas de la arena del género Phlebotomus. Pero fue en 1921
cuando los hermanos Edmond y Etienne Sergent, bidlogos, los que demostraron que la
escarificacion de una suspension de estas moscas de la arena en la piel de voluntarios sanos
producia el desarrollo de las lesiones tipicas de la leishmaniasis cutanea. Este experimento no
se aceptd en general como prueba de que este insecto era el vector, hasta que en 1941 el
parasitélogo britdnico-israeli Saul Adler infectd con éxito a cinco voluntarios con moscas de
la arena infectadas a su vez con Leishmania tropica experimentalmente en el laboratorio. Un

ano después, se probd que también eran el vector del kala-azar.[3,8]

En 1908, el bacteridlogo francés Charles Jules Henry Nicolle, que habia descrito en nifios de
Tunez la especie Leishmania infantum, encontrd junto con su colega Charles Comte el mismo
pardsito en los perros, descubriendo el papel de los mamiferos, especialmente el perro, como

reservorio de la infestacién.[3]
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2.3. Epidemiologia y distribucion mundial de la leishmaniasis

La leishmaniasis es una zoonosis de distribucion mundial, extendida por amplias areas
alrededor de todo el mundo. La leishmaniasis visceral es endémica en zonas del norte de
Africa, Oriente Medio, subcontinente indio, Centroamérica, Sudamérica y el sur de Europa,
incluyendo Espana. Cada afio se producen entre 1 y 2 millones de casos nuevos de
leishmaniasis a nivel mundial, lo que supone entre 20.000 y 30.000 muertes anuales, el 90%
de las cuales ocurren en 6 paises: Brasil, Etiopia, Sudan, Sudan del Sur, India y Bangladesh. La
leishmaniasis visceral es endémica en al menos 88 paises.[9,10] El mapa de la OMS detalla la
incidencia de la enfermedad en 2016, aunque no se recogen datos de paises como el nuestro

(figura 7).

La leishmaniasis se incluye dentro de las 13 enfermedades tropicales olvidadas (“neglected
tropical diseases” o NTD). Estas enfermedades tienen una importante repercusion en la salud,
en la sociedad y en la economia de las poblaciones mas pobres del planeta, abarcando amplias
areas de Africa, Asia y Latinoamérica. La prevalencia de estas enfermedades en las regiones
mas ricas es escasa, por lo que han sido olvidadas y se dedican menos esfuerzos a su

investigacion y erradicacion.[11]
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Status of endemicity of visceral leishmaniasis worldwide, 2016
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Figura 7. Endemicidad de la leishmaniasis visceral en 2016 (pagina web de la
OMS).

Clasicamente, se distingue la leishmaniasis del “Viejo Mundo” (Eurasia y Africa) y la del
“Nuevo Mundo” (América). En funcion de la forma de presentacion clinica la leishmaniasis se
puede clasificar en leishmaniasis cutdnea, visceral y mucocutdnea. [12] En la tabla 1 se
muestran los principales sindromes clinicos, las subespecies causantes de éstos y su

distribucidon geografica.
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Tabla 1. Especies de Leishmania presentes en humanos, distribucion geografica y sindromes
clinicos (Extraida del informe: Report of a meeting of the WHO Expert Committee on the
Control of Leishmaniasis).[9]

Subgénero L. (Leishmania) L. (Leishmania) L. (Viannia) L. (Viannia)
Viejo Mundo L. donovani L. major
L. infantum L. tropica
L. killicki®
L. aethiopica
L. infantum
Nuevo Mundo L. infantum L. infantum L. braziliensis L. braziliensis
L. mexicana L. guyanensis L. panamensis
L. pifanoi® L. panamensis
L. venezuelensis L. shawi
L. garnhami® L. naiffi
L. amazonensis L. lainsoni
L. lindenbergi
L. peruviana
L. colombiensis®

Tropismo Dermotrodpica Dermotrodpica Mucotrdpica

principal

Viscerotrdpica

2 Estatus de especie bajo discusion

b Posicién taxondmica bajo discusion

La leishmaniasis visceral se puede considerar la mds importante desde el punto de vista de
la morbimortalidad. A nivel mundial, las estimaciones cifran entre 202.200y 389.100 los casos
nuevos anuales de leishmaniasis visceral.[13] La leishmaniasis visceral tiene una menor
distribucidn geografica en comparacion con la leishmaniasis cutanea, con la mayoria de los
casos notificados en 6 paises (India, Sudan, Sudan del sur, Bangladesh, Etiopia y Brasil) (figura
7), donde se concentran también la mayoria de las muertes, tal y como comentamos

previamente.
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El pardsito que causa kala-azar en paises limitrofes con el Mediterrdneo, en el sur de Europa
y en el norte de Africa afecta principalmente a los nifios pequefios y a los lactantes. Difiere de
Leishmania donovani hasta tal punto que se justifica la designacion de una especie diferente
gue se denomina Leishmania Infantum.[14] Podemos apreciar la distribucion geografica de
Leishmania infantum en el mapa en la Figura 8, donde observamos que también se detectan
casos en Irdn, Irak y paises del Caucaso. También se han descrito casos de leishmaniasis
visceral por esta especie en el Nuevo Mundo, sobre todo en Brasil, donde clasicamente se
denominaba Leishmania chagasi, aunque se trata de la misma especie, por lo que en general

se recomienda denominarla Leishmania infantum.[15]
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Figura 8. Distribucion geografica de Leishmania infantum (CC BY 4.0).[16]
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La leishmaniasis es endémica en Espafia, aunque desde 1950 la incidencia ha disminuido
progresivamente, lo que puede atribuirse al uso de pesticidas en la agricultura y a las
campafas de control de insectos llevadas a cabo entre 1940-1950 para eliminar el paludismo.
En la década de 1980 se observd un incremento en el nUmero de casos, diagnosticandose la
mayoria de los casos en nifios. En la década de 1990 los casos infantiles disminuyen
porcentualmente a expensas de los casos relacionados con la infeccién por VIH, lo que supone
un cierto repunte de la incidencia. Durante el periodo 2004-2008, se declararon en nuestro
pais una media de 117 casos anuales de leishmaniasis visceral, con una incidencia estimada
de 140 a 210 casos anuales (0.33-0.46 casos/100 000 habitantes y afio).[13] La figura 9
muestra los casos notificados a la Red Nacional de Vigilancia Epidemiolégica (RENAVE) entre
1996 y 2011. En la Comunidad de Madrid, al igual que en el litoral mediterraneo, la incidencia
es algo mayor con 15-30 casos anuales (0.3-0.6/100.000 habitantes y afo) en los primeros

anos de este siglo. La tasa de mortalidad es 3.31%.[17]

250
200
150

100

N° de casos

1996 1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006 2007 2008 2009 2010 2011

Figura 9. Casos de leishmaniasis notificados a RENAVE (1996-2011). Datos del
Centro Nacional de Epidemiologia.
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La enfermedad en Espaiia sigue tres patrones de presentacion:[18]

1. Patrén endémico, en el que los casos de enfermedad se presentan de forma
esporadica y el perro actia como principal reservorio.
2. Casos asociados a coinfeccién con VIH y a pacientes inmunodeprimidos.

3. Brotes epidémicos, como el que ha tenido lugar en la Comunidad de Madrid.

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

adultos con infeccién por el VIH.[19,20]

La transmisidon es generalmente periurbana y rural, en zonas residenciales en cuyos
alrededores abundan los perros o en zonas en donde se acumulan basuras, material organico
en descomposicién o escombros que favorecen el ciclo biolégico de los Phlebotomus.

Se han demostrado dos tipos de transmisidn en Europa segun la fuente de infeccion:

1. Zoonético (reservorio animal) de leishmaniasis visceral y cutanea por Leishmania
infantum. Es el habitual, con el perro como reservorio mas frecuente, pero con la
posibilidad de existir otros mamiferos domésticos o salvajes que actuan como
reservorio, como las liebres en el caso del brote de Madrid de 2009.[18,21]

2. Antroponoético (reservorio humano) de leishmaniasis cutanea por Leishmania tropica.
Fuera de Europa, la leishmaniasis visceral causada por Leishmania donovani también

presenta transmision antroponética.[9]

Otras vias de transmisién constatadas son la vertical, la sexual, y por transfusién
sanguinea.[22,23] También se ha detectado en Madrid la transmisidn por el uso de jeringas
desechadas contaminadas por Leishmania por parte de usuarios de drogas por via

parenteral.[24]
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2.4. Descripcion del parasito, vector y reservorio de la leishmaniasis

2.4.1. Descripcion del parasito y su ciclo

El género Leishmania, constituido por protozoos flagelados de la familia Trypanosomatidae y
pertenecientes al orden Kinetoplastida, comprende mas de 20 especies diferentes. El género
Leishmania a su vez se clasifica en dos subgéneros en funcion del lugar de desarrollo del
pardsito en el intestino de la mosca de la arena, su vector. El subgénero Leishmania se
desarrolla en una localizacidn suprapildrica y el Viannia, en el intestino medio. El subgénero
Leishmania se encuentra tanto en el Nuevo Mundo (América) como en el Viejo Mundo
(Europa, Asia y Africa), mientras que Viannia es endémica sélo en el Viejo Mundo.[12]

Las diferentes especies del subgénero Leishmania presentes en humanos se encuentran
detalladas en la tabla 1.

Estos protozoos del género Leishmania se transmiten de manera zoondtica o antropondtica
(segun la especie de Leishmania) por la picadura de las hembras de las moscas de la arena de
los géneros Lutzomya y Phlebotomus, insectos hematéfagos y los Unicos vectores posibles,
gue seran descritos con mas detalle en el siguiente apartado.[12]

La Leishmania presenta un ciclo dimdrfico, con una fase sexual que todavia no ha sido
descrita, y una fase asexual. El pardsito presenta dos formas en su fase asexual: amastigote
(sin flagelo) y promastigote (flagelado). Los promastigotes se encuentran en el aparato
digestivo y en la probéscide de la hembra del vector Phlebotomus. Cuando el Phlebotomus
pica al huésped, estas formas flageladas se transmiten a la piel y sangre de éste, y son
fagocitados por los macroéfagos del sistema reticuloendotelial. En esos macrdéfagos las
encontramos como amastigotes, en el interior de los fagolisosomas. Alli se van multiplicando,

destruyen la célula, se liberan y van infectando a otros macréfagos. La diseminacién del
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parasito en el organismo del hospedador y el desarrollo de la enfermedad dependen del tipo
y de la eficiencia de la respuesta inmunitaria de éste. A través del sistema linfatico y la sangre
se extienden hacia otros odrganos del sistema reticuloendotelial, encontrandose
generalmente en el higado, el bazo, la médula ésea y los ganglios linfaticos.[25,26] Cuando
una hembra de Phlebotomus pica de nuevo a un huésped parasitado, puede ingerir con la
sangre macréfagos con amastigotes. En el aparato digestivo de Phlebotomus, los amastigotes
sufrirdn una serie de transformaciones hacia la forma flagelada de promastigote, pudiendo
infectar de nuevo a nuevos huéspedes al picarles. Este ciclo dura de 4 a 20 dias.[12] En la

figura 10 se resume el ciclo de transmisidn de la Leishmania.
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Figura 10. Ciclo vital de Leishmania sp (imagen de dominio publico).
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2.4.2. Vector

Las moscas de la arena constituyen el Unico vector responsable de transmitir la leishmaniasis:
el género Phlebotomus en el Viejo Mundo y el género Lutzomya en el Nuevo Mundo. Sélo 93
de las 800 especies de mosca de la arena conocidas estan implicadas en la transmisién de la
leishmaniasis (figuras 11y 12). Son datos caracteristicos de la mosca de la arena el no hacer
ruido, la posicién de las alas en angulo con el abdomen, la coloracién variable del negro al
blanco y el pequefio tamafio, de 2 a 3 mm de longitud.[12] Es un insecto del orden Diptera,
suborden Nematocera, infraorden Psychodomorfa, familia Psychodidae y subfamilia
Phlebotominae. A partir de ahora nos referiremos a la mosca de la arena por el término

flebotomo.

Figura 11. Mosca de la arena, especie de Africa Ecuatorial de la subfamilia Psychodinae, no
implicada como vector de la leishmaniasis (imagen del autor).

Sélo las hembras son infectivas: tienen un aparato bucal adaptado para perforar la piel y
aspirar la sangre, porque la necesitan para poder desarrollar los huevos. Son, por tanto,

insectos hematdéfagos.
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Los huevos de flebotomo no presentan desarrollo acudtico, sino que se desarrollan en la
tierra, en habitats humedos ricos en materia organica.[9] Para su desarrollo requieren

temperaturas en torno a los 20 -252C y humedades relativas superiores al 90%.

En Espaia hay dos especies de Phlebotomus que han demostrado ser vectores competentes
para transmitir Leishmania infantum: Phlebotomus perniciosus y Phlebotomus ariasi.
Phlebotomus perniciosus, mas abundante, se distribuye por las zonas aridas de la peninsula 'y
el archipiélago balear. Phlebotomus ariasi se distribuye por zonas mdas humedas: sur de Galicia
y Castilla y Ledn, el cuadrante nordeste peninsular (incluyendo la Comunidad de Madrid), el

litoral mediterraneo, Mallorca, el norte de Andalucia y la provincia de Badajoz.[20]

Figura 12. Hembra de Phlebotomus papatasi, vector de leishmaniasis, sobre la piel tras
haber ingerido sangre (CDC/Frank Collins, imagen de dominio publico).

La mdaxima actividad del flebétomo es crepuscular y nocturna, cuando las temperaturas son

ligeramente mas bajas (aunque por encima de 16-182C) y con mayor humedad, pero sin lluvia
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ni viento.[27] Su velocidad de vuelo es de 1 m/s, considerablemente menos que otros
mosquitos, lo que limita su distancia de dispersidn a menos de 2 kildémetros. Tienden a volar
cerca del suelo, porque el viento limita su movimiento, y éste sopla con mas intensidad a

mayor altura sobre el suelo.[9]

En Espaia, las tasas de infeccién de los flebotomos, obtenidas a partir de la diseccidn del
insecto y aislamiento del parasito, oscilan entre un 0.4 y un 4.6 %.[20] Durante el brote que
afectd al drea de Fuenlabrada a partir de 2009, se constaté un aumento de la tasa de
parasitacion.[28] La densidad de flebétomos infectados es otro factor que puede condicionar
el aumento del nimero de casos o brotes epidémicos.[20] En el brote referido se constato
también un aumento de la densidad de Phlebotomus perniciosus, el principal vector de
Leishmania en la comunidad de Madrid, desde 16 flebotomos/m? en 2008 hasta 50
flebotomos/m? en 2012.[28] Aparte de la presencia del vector, debe coincidir en el mismo
espacio con un animal que pueda actuar como reservorio, y es esta coincidencia la que va a
condicionar el aumento del nimero de casos. Si ademads este espacio es una zona urbana,
tenemos las condiciones necesarias para el desarrollo de un brote.[20]

En Espafia, la actividad de los flebotomos tiene caracter estacional, comenzando entre marzo
y junio (antes en las regiones del sur) y acabando entre octubre y noviembre. En las zonas del
norte el periodo de actividad seria de unos 4 meses, mientras que en las regiones mas cdlidas
del sur llegaria a 8 meses. Los periodos con mas riesgo para la trasmisién son junio vy julio,
pero también finales de septiembre y principios de octubre. De hecho, durante el brote de
2009 en Fuenlabrada, aun existiendo casos a lo largo de todo el afio, se constata un pico de
casos entre los meses de diciembre y febrero,[28,29] que se detectan una vez transcurrido el

periodo de incubacidn, de 4 a 5 meses de media.
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2.4.3. Reservorio

El reservorio habitual en nuestro medio es el perro (Canis familiaris). La leishmaniasis
constituye ademas un importante problema de salud en estos animales domésticos, que
motiva incluso campanas publicitarias (figura 13). Muchos perros no presentan sintomas de

leishmaniasis, pero presentan la misma capacidad de transmitir la enfermedad.[29]

Figura 13. Autobus publico de Madrid con anuncio de promocién de un collar para perros
con sustancia protectora frente a los flebotomos (imagen del autor).

Durante el brote de Fuenlabrada, llamaba la atencién la menor seroprevalencia de
Leishmania en los perros de esta area respecto a otras zonas de la Comunidad de Madrid. Se
estudiaron por ello otros animales, como los lagomorfos, detectandose la presencia de
Leishmania por PCR en el 22% de las liebres (Lepus granatensis) y conejos (Oryctolagus
cuniculus).[29] Se ha confirmado la liebre como reservorio de Leishmania infantum en otras
regiones de nuestro pais.[30] También se ha demostrado por estudios de xenodiagndstico

directo que ambos lagomorfos pueden transmitir el parasito a los flebotomos.[21,31]
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2.5. Brote de leishmaniasis en la Comunidad de Madrid (2009-2014)

A partir de julio del afio 2009, se detectd un brote de leishmaniasis en la zona sur de la
Comunidad de Madrid, localizado alrededor de la ciudad de Fuenlabrada. En 2010 se llegaron
a declarar 97 casos, por lo que efectud la declaracidn de brote comunitario. Entre 2009y 2014
se han notificado 584 casos de leishmaniasis visceral y cutdnea asociados al brote, con una
tasa de incidencia media de 20.44 casos/100.000 habitantes y afio. Es este el brote con el

mayor numero de casos descritos en Europa.[28,29,32,33]

Se recuerda que, dadas las caracteristicas climdticas de nuestro pais, en este brote se ha
observado un pico de casos coincidente con el principio del invierno y el final de la primavera.
Teniendo en cuenta el periodo de incubacién de la enfermedad, se trataria de casos

adquiridos durante la época estival del afio precedente.[28,29]

El estudio de la distribucion espacial de los casos del brote relacioné estos con un parque
periurbano (Bosquesur) recientemente construido en el noroeste de la localidad de
Fuenlabrada. Mediante andlisis de agrupaciones se identificaron areas de riesgo mas
extensas, dos especificas para los casos de leishmaniasis visceral y una para los casos de
leishmaniasis cutdnea. El nimero de casos era menor cuanto mas alejados de la zona de

riesgo: el 70% de los mismos vivian a menos de 1 km del drea de riesgo.[34] (figura 14)

Tal y como comentamos al hablar del vector y del reservorio, en el area descrita coincidian
circunstancias medioambientales destacables como son la superpoblacion de liebres y la

deteccion de densidades elevadas de Phlebotomus perniciosus.[28]
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Figura 14. Distribucidon de los casos en el territorio epidémico segun residencia.
Brote comunitario de leishmaniasis de la zona suroeste de la Comunidad de
Madrid, julio 2009-mayo 2015 (mapa obtenido del documento de la Direccién
General de Salud Publica de la Comunidad de Madrid).[27]

Ya se ha comentado que la prevalencia de la infeccidn en los perros en el area del brote no

presentaba diferencias respecto a otras zonas o respecto a los afios previos. El hallazgo del

parasito en mas del 20% de las liebres y conejos analizados, muy abundantes en el parque

periurbano, la preferencia de los flebdtomos por las liebres y la demostracién de su capacidad

infectiva[21,31,35] llevd a la demostracién de que un ciclo en el que participaban animales

silvestres estaba implicado en este brote.

En resumen, la magnitud del brote de leishmaniasis que ha surgido en el area de Fuenlabrada

puede explicarse por la coincidencia de una serie de circunstancias favorecedoras:
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1. Presencia de una elevada densidad de vectores, con condiciones climatoldgicas y
ecoldgicas favorables para su desarrollo.

2. Presencia de un reservorio muy abundante (liebres y conejos), con alta capacidad
reproductiva y en un entorno sin depredadores.

3. Nducleo urbano de gran tamafio muy cercano a la zona con alta presencia de vector y

reservorio.

Otras caracteristicas diferenciales del brote se relacionan con su perfil epidemioldgico. Segun
los datos del Conjunto Minimo Bdsico de Datos (CMBD), entre los aifios 2000 y 2010, de los
2739 pacientes hospitalizados con diagndstico de leishmaniasis, un 30.5% eran nifios menores
de 14 afios y un 36.1% adultos coinfectados con VIH.[20] Este es el perfil habitual en una zona
endémica donde la poblacidon adulta ha ido adquiriendo cierto grado de inmunidad. Sin
embargo, en el brote de Fuenlabrada predominan entre los afectados adultos
inmunocompetentes de todas las edades (71%), con sélo un 14% de nifios y un 15% de
inmunocomprometidos. Algunos autores plantean que puede coincidir con una poblacion
previamente no inmunizada, que entra en contacto de manera mas o menos brusca con el
pardsito debido al cambio de las condiciones ambientales.[36] También es muy llamativo el
gran numero de pacientes afectados de origen africano subsahariano, principalmente de
Guinea Ecuatorial y Nigeria. Estos pacientes constituyen menos del 5% de la poblacion de
Fuenlabrada, pero representan el 34% de los casos de leishmaniasis visceral recogidos en esta
tesis. El analisis de la agrupacion espacial de los casos de Leishmania también sefiald esta
asociacion.[29,33,34] Esto podria estar en relacién con factores genéticos o falta de

inmunidad previa (provienen de areas que sélo presentan casos esporadicos de Leishmania
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infantum) y podria explicar en parte la mayor presencia de pacientes inmunocompetentes en

el brote.

Otra diferencia destacable del brote es el hallazgo de una nueva cepa emergente de
Leishmania infantum, ya presente en Madrid desde 1992. Se trata del genotipo L-920 o L-
962m ITS LOMBARDI, descrito por analisis molecular y diferente al habitual MON-1. Es el

genotipo predominante dentro de los cuatro genotipos diferentes detectados en el brote.[35]

En cuanto a la distribucidon de las formas clinicas, 62% de los pacientes desarrollaron
leishmaniasis cutdnea, mientras que un 38% desarrollaron leishmaniasis visceral.[29] De estos
ultimos, el 19% desarrollaron linfadenopatia leishmanidsica localizada o leishmaniasis

ganglionar, una variante poco habitual de la infeccidn por Leishmania.[33]

El maximo de incidencia del brote se dio entre finales 2010 y principio de 2012.[29] Tras la
declaracidn del brote, y dado el importante problema de salud que supuso, las autoridades
locales y regionales y las instituciones tomaron una serie de medidas de control: captura y
sacrificio de liebres y conejos y eliminacidn de madrigueras, retirada de escombros y desechos
de vegetacidn, control del vector con insecticidas y campafia de informacién a la poblacién

(figura 15).
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2Donde vive el mosquito-flebotom

o?

El habitat mas frecuente lo constituyen madrigueras, cuevas y grietas del terreno, oquedades de los arboles, casas en ruinas,
vertederos, alcantarillas, etc., aunque también puede vivir, cuando se dan las condiciones favorables para ello, en s6tanos mal

ventilados, huecos en vallas, establos, etc.
el

4C6mo puedo evitar que el mosquito-
flebotomo me pique en casa?

Son recomendables las siguientes medidas, preferentemente
en las casas situadas en los bajos y primeras alturas de los
edificios y en chalets:

e Aplicar peridicamente insecticidas, especialmente en los
cercos de puertas y ventanas como posible via de entrada, asi
como en lefieras y muros.

o Utilizar insecticidas eléctricos de uso doméstico.

Evitar la acumulacion de restos vegetales y escombros en las
proximidades de la vivienda.

*Realizar adecuadas medidas de limpieza y conservacion de
aquellos lugares que pudieran servir de refugio al mosquito-
flebotomo.

»nstalar telas mosquiteras de malla fina con una luz de 0'3-04
mm? en puertas y ventanas.

El uso de aire acondicionado y ventiladores dificulta la presencia

del mosquito-flebotomo en el interior de las viviendas.
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4Como se utilizan los productos
repelentes?

Al usar cualquier tipo de producto repelente, se recomienda:

| eer y seguir cuidadosamente las indicaciones antes de su uso
y consultar al farmacéutico si se tiene alguna duda.

» Utilizarlo siempre en el exterior y en espacios abiertos durante
el tiempo necesario y cumplir estrictamente las instrucciones de
uso, especialmente el nimero de aplicaciones diarias permitidas.

*No aplicarlos en ninos menores de 2 anos, en estos casos la
proteccion ha de hacerse mediante el uso de ropa adecuada
que cubra brazos y piemas, y una tela que proteja el cochecito.
En ninos mas mayores deben utilizarse con precaucion y evitar
aplicarlo en las manos, ya que se las pueden llevar a la bocay a
los ojos.

*Cuando ya no sea necesario el repelente, se debe limpiar la piel
con agua y jabon.

*En caso de que se presente algun tipo de reaccion en la piel, se
debe limpiar la zona con agua y jabon y consultar al médico.
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Laleishmaniosis es una enfermedad producida por un parasito del genero Leishmania
que se transmite por la picadura del mosquito-flebotomo infectado por el parasito.
Es endemica en Espana y otros paises de la cuenca mediterranea.

Las recomendaciones de la Organizacion Mundial de Ia Salud (OMS) y organismos
nacionales e internacionales indican que la lucha contra esta enfermedad se lleva
a cabo combinando medidas de proteccion individual con medidas de salud publica

y medioambientales.

Figura 15. Portada y extracto de folleto informativo editado por la Comunidad de Madrid.
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Tras el inicio de estas medidas se observé una disminucion gradual de casos: de 160 en 2012
se pasé a 39 en 2015.[27,37] A partir de 2015 el nimero de casos ha continuado
disminuyendo progresivamente, y aunque en el momento actual (2019) no se dado por
finalizado el brote, el nUmero de aislamientos de Leishmania detectados en el Hospital de

Fuenlabrada es ya muy bajo (figura 16).

Pacientes con aislamiento de Leishmania spp
100

2014 2015 2015 2017 2018

Figura 16. Aislamientos de Leishmania spp 2014-2018 (Boletin Epidemiolégico del
Hospital Universitario de Fuenlabrada, 2018 Vol. 5 N2).[38]

Para hacernos una idea de la magnitud del brote, los datos de Salud Publica de la Comunidad
de Madrid recogen 727 casos de leishmaniasis en la zona del brote hasta diciembre de 2017.
La figura 17, extraida del boletin epidemiolégico de Comunidad de Madrid, y la figura 18, con

los datos actualizados en abril 2019, reflejan la magnitud y evolucién de este brote.
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Figura 17. Tasas de leishmaniasis en la Comunidad de Madrid 2007-2017 (Boletin
Epidemiolégico de la Comunidad de Madrid).[39]
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Figura 18. Situacion epidemioldgica de la leishmaniasis en la Comunidad de Madrid
(datos pendientes de publicacion de la Red de Vigilancia Epidemioldgica de la
Comunidad de Madrid, Enfermedades de declaraciéon obligatoria, actualizada a
23/04/19).
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2.6. Patogenia de la leishmaniasis

La fase inicial de la leishmaniasis consiste en la inoculacidn de promastigotes en el tejido
subcutdneo por parte del flebotomo y la respuesta inflamatoria local. El primer evento
patogénico es la adhesion de los promastigotes a células presentadoras de antigenos
(macrofagos y células dendriticas) y la internalizacién de los protozoos en estas células. La
adhesion de los promastigotes a las células presentadoras de antigenos depende de la
expresion de moléculas en su superficie (siendo las mejor caracterizadas el lipofosfoglicano o
LPGy la leishmanolisina o GP63) y de la presencia de receptores en las células del hospedador
(particularmente receptores Fc y CR3 en macroéfagos y DC-SIGN en las células dendriticas).
Una vez tiene lugar la internalizacion en el fagolisosoma macrofagico, el siguiente proceso
clave es la transformacion de promastigotes en amastigotes. En estudios experimentales se
ha observado que para que se produzca este proceso Unicamente son necesarias dos
condiciones: un ligero aumento de la temperatura (a 32-37 °C) y un descenso del pH (5,5),
favoreciéndolo también la captacién de hierro ferroso. La siguiente fase patogénica es la
supervivencia y multiplicacidon de los amastigotes en el fagolisosoma, formando la vacuola
parasitofora. Para ello, se ponen en marcha mecanismos de evasion por parte del parasito y
la obtencién de nutrientes de los macréfagos. Los macréfagos infectados producen éxido
nitrico por via L-arginina dependiente como mecanismo innato para matar los amastigotes de
Leishmania; esto es inhibido por el pardsito, que se multiplica en la vacuola parasitdfora.[40]
La proliferacion de amastigotes en el interior de la vacuola parasitéfora tiene un limite,
produciéndose la muerte celular con liberacion de los amastigotes al medio extracelular que,

a su vez, son captados por otros macréfagos (figura 19).[41,42]
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Figura 19. Formacion de la vacuola parasitéfora con amastigotes en el macréfago.
Publicado con niimero de licencia CCC 4666551434990 de Future Medicine Ltd.[43]

Los pardsitos se propagan a los ganglios linfaticos locales, desde donde se produce una

diseminacion hematégena, dentro de los macréfagos, hacia el higado, el bazo y la médula

Osea. Esto resulta en un espectro de diferentes resultados clinicos, desde infeccidn

asintomatica hasta enfermedad oligosintomatica, con resolucidn espontanea, o infeccidén

diseminada con el sindrome clinico de leishmaniasis visceral. En casos subclinicos o en

leishmaniasis linfatica, hay granulomas no caseificantes y reaccién de células gigantes. La

médula ésea generalmente contiene numerosos macréfagos cargados de parasitos. La piel

puede contener Leishmania y, en casos fatales, todos los niveles debajo de la epidermis a

menudo estan fuertemente infiltrados, con masas de células parasitadas concentradas

alrededor de las glandulas sudoriparas y las arteriolas.[44] Hay que sefalar que la Leishmania

puede entrar en células diferentes a los macrofagos, como los fibroblastos y los hepatocitos,
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dentro de los cuales pueden sobrevivir sin problemas al no ser estas células capaces de

destruir el parasito.

Los macrdéfagos y las células dendriticas presentan los antigenos de Leishmania a las células T

colaboradoras, y esto da como resultado:

1. unarespuesta inmune celular efectiva: un patréon Thl; o

2. unarespuesta inmune ineficaz: un patrén Th2.

En la respuesta Th1l (figura 20), las células T activan los macroéfagos (activacién macrofagica
clasica o M1) que liberan las citocinas interferén-y (IFN-y) e interleucina-2 (IL-2).[45] Modelos
murinos de leishmaniasis visceral y cutanea han demostrado que los linfocitos T CD4-
colaboradores juegan un papel critico en el control de la infeccidn a través de la interaccion
con las células presentadoras de antigeno expuestas a la Leishmania, con el resultado de la
liberacién de IFN- y. Este estimula a los macréfagos activados para producir éxido nitrico
causando la eliminacidn de los amastigotes intracelulares, La efectividad de lo cual dependera
de la cantidad de éxido nitrico liberado y de la magnitud del efecto supresor de la IL- 10
producida por los linfocitos T reguladores. Por tanto, los factores de inmunosupresion
adquirida pueden modular la expresion de la leishmaniasis, como ocurre con los pacientes

infectados con VIH, que tienen una mayor susceptibilidad a la leishmaniasis visceral.[12]
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Figura 20. Respuesta Th1 frente a Leishmania (CC BY).[46]

En la respuesta Th2 (figura 21), las células T liberan citocinas (IL-4 y / o IL-10) y el factor de
crecimiento transformante B (TGF-B), que inhiben la destruccion de los amastigotes mediada
por los macréfagos. La IL-10 es una citoquina reguladora que puede ser producida por
linfocitos T, linfocitos B, macréfagos, células dendriticas y células epiteliales, como posible
mecanismo homeostatico para proteger a los tejidos del daio colateral causado por el exceso
de inflamacién asociada a una infeccion persistente. La relacién entre IL-10 y leishmaniasis
visceral esta firmemente establecida: los pacientes con enfermedad activa tienen elevados
niveles de IL-10 en suero, junto con aumento de expresion de mRNA de IL-10 en el tejido
lesional. Algunos polimorfismos que producen elevados niveles de IL-10 se asocian con
progresion mas rapida de infecciones como el VIH, y algo similar podria ocurrir en la

leishmaniasis visceral, donde la actividad inmunosupresora de esta citoquina podria
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promover la replicacion del parasito y la progresidon de la enfermedad.[47] Los pacientes con
leishmaniasis mucocutanea presentan una hiperrespuesta inmunitaria celular que podria
contribuir a la destruccion tisular en esta forma de enfermedad. Los pacientes con
leishmaniasis cutanea difusa o leishmaniasis visceral activa muestran una respuesta
inmunitaria celular especifica contra Leishmania reducida o nula, con llamativa produccién de
IL-10, aunque estas respuestas se recuperan tras un tratamiento adecuado, por lo que no

parece que esto esté determinado Unicamente por factores genéticos.[48]

Hay también una respuesta humoral que se acompaia de una gran produccidon de
anticuerpos contra Leishmania, pero son inactivos y no confieren proteccion; esto se ha
vinculado a una activacién policlonal de células B, y también estd relacionado con la respuesta

Th2.

Cada especie de Leishmania produce un patron tipico de enfermedad, y la inmunidad celular
del huésped (a la que contribuyen factores genéticos, estado de nutricién y comorbilidades)

en el momento de la infeccion determinara si:

1. Se produce una infeccion clinica o subclinica.
2. Sila enfermedad es visceral, cutdnea o mucocutanea.
3. Las lesiones son pocas o difusas

4. Llarespuesta al tratamiento es completa o parcial.[42]

Existen numerosos datos que reflejan la importancia de la respuesta inmunitaria del huésped
(tanto innata como adaptativa) en la evolucién de esta infeccidon. Primero, los pacientes
curados de una LV presentan resistencia a la reinfeccién,[49] lo que refleja la capacidad del

sistema inmune para controlar al parasito y mantener una inmunidad protectora a largo
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plazo. Las poblaciones estudiadas en diferentes dreas geogrdficas muestran grandes
variaciones en la ratio de infeccidon asintomatica/sintomatica, en probable relacidon con
factores como la virulencia del parasito, la presencia de malnutricion en el huésped,[50]
factores genéticos[51] y otros. Como ejemplo, esta ratio en Espafa se calcula en 50:1 en

adultos[52] , mucho mas elevada que en Etiopia, donde es de 5.6:1.[53]
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Figura 21. Respuesta Th2 frente a Leishmania mediada por IL-10. Utilizado con
numero de licencia 4663701357740 de Elsevier.[47]
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2.7. Manifestaciones clinicas de la infeccion por Leishmania

La mayoria de las infecciones por Leishmania son asintomaticas, pero algunos pacientes
pueden desarrollar diversas alteraciones clinicas, que también hemos mencionado en
apartados previos. Algunas son muy graves, como la leishmaniasis visceral o kala-azar. Otras
presentaciones habituales son las leishmaniasis cutaneas (formas no complicada y difusa), la
leishmaniasis mucocutdnea, la leishmaniasis ganglionar y la leishmaniasis dermal post-kala-

azar.[9,12]

2.7.1. Clinica de la Leishmaniasis Visceral

El periodo de incubacién varia entre 2 semanas y 18 meses, aunque lo mas habitual es que se

sitie entre 2 y 8 meses, pudiendo tardar los sintomas afios en aparecer.[54]

La mayoria de los pacientes con leishmaniasis visceral van a ser nifios pequefios de 1 a 4 afios

de edad.[12]

Entre los adultos, la mayoria de los individuos inmunocompetentes no desarrollaran la
leishmaniasis visceral tras la infeccidn. Diversos factores de inmunodepresién van a facilitar
el desarrollo de esta enfermedad, siendo por ello la leishmaniasis visceral mas frecuente en
los pacientes con infeccion VIH, los trasplantados de diversa indole (6rgano sdlido o
hematopoyético) y los pacientes bajo tratamiento inmunosupresor (esteroides, metotrexato,
ciclofosfamida o anti-TNF). La presencia mas habitual de estos factores hoy en dia es uno de
los motivos de que la frecuencia de leishmaniasis visceral en adultos se haya elevado. La
coexistencia de leishmaniasis visceral con factores de inmunodepresion puede suponer un
factor de confusién, al compartir caracteristicas clinicas comunes, como la fiebre o las

citopenias.[19,55-57] En los casos con inmunosupresion profunda puede haber afectacién de
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localizaciones anatdmicas que generalmente no estan involucradas en la leishmaniasis
visceral, como el tracto gastrointestinal, el espacio peritoneal, el pulmén, el espacio pleural y
la piel.[58] Las personas con infeccion asintomatica pueden presentar sintomas afios mas
tarde, cuando aparezcan factores de inmunodepresion.[54]

Las manifestaciones clinicas tipicas de la leishmaniasis visceral aparecen de forma subaguda
o crénica, y son fiebre prolongada, malestar general, astenia, pérdida de peso, anorexia y
hepatoesplenomegalia, que a la exploracion es blanda y no dolorosa. Los cambios conocidos
gue generalmente se encuentran en la bioquimica sérica y en los recuentos sanguineos son

hipergammaglobulinemia y pancitopenia.[9,14]

En la fase terminal del kala-azar hay una marcada caquexia, la hepatoesplenomegalia es
masiva, hay una gran pérdida de peso, la pancitopenia es pronunciada y aparecen ictericia,
edema vy ascitis. La anemia puede ser lo suficientemente grave como para precipitar una
insuficiencia cardiaca. Los episodios de sangrado son frecuentes, especialmente la epistaxis y
hemorragia gingival, asociados a la trombocitopenia y a la disfuncidn hepatica. Las fases
finales se suelen complicar con infecciones bacterianas secundarias a la neutropenia. En una
proporcidn significativa se observa una insuficiencia renal leve, reversible con un tratamiento
eficaz.[58] Aunque pueden existir casos de curacidén espontanea, sin tratamiento especifico,
mas del 90% de los pacientes fallece en el plazo de 2 a 3 afios.[48] La muerte suele deberse a
las sobreinfecciones (neumonia, sepsis, tuberculosis), a didtesis hemorragica, a enfermedad
multiorgdnica o a depauperacidn severa.[12] Incluso con tratamiento, las tasas de mortalidad

pueden llegar a alcanzar el 10 %.[58]

Ocasionalmente la enfermedad se puede presentar como hepatitis aguda, colecistitis, o

sindrome hemofagocitico o linfohistiocitosis hemofagocitica, siendo en este ultimo caso muy
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importante el poder detectar la Leishmania como agente etiolégico al ser el sindrome

hemofagocitico un proceso de muy elevada mortalidad incluso tratdndolo como tal.[59]

Pueden existir recaidas a los 6-12 meses de haber completado un tratamiento adecuado.[12]
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2.8. Diagndstico de la Leishmaniasis Visceral

Segln la OMS,[9] el diagndstico de un caso de leishmaniasis visceral implica la presencia de:
1. Datos clinicos; fiebre irregular prolongada, esplenomegalia y pérdida de peso. En las
zonas endémicas de malaria se exige que la fiebre dure mds de 2 semanasy no se haya
conseguido respuesta con los tratamientos antimalaricos.
2. Datos de laboratorio (al menos uno de los siguientes criterios):
a. Parasitologia positiva por visualizacion del pardsito en frotis tefiidos de médula
Osea, bazo, higado, ganglio linfatico, sangre o cultivo del mismo a partir de
biopsia o material aspirado.
b. Positividad de una técnica seroldgica (ilFAT, ELISA, rK39 o test de aglutinacion
directa).
c. Deteccién de DNA del pardsito por una técnica de PCR (Polimerase Chain
Reaction).

2.8.1. Métodos parasitoldgicos

Se han considerado el patrén oro diagndstico y se basan en la observacion directa del parasito
en el aspirado medular, en el tejido esplénico o en otros tejidos.[60—62] En nuestro medio lo
habitual es la observacion de frotis de aspirado de médula dsea tefiidos con Giemsa o Wright,
donde se observan los amastigotes (figura 22). Los amastigotes son cuerpos esféricos u
ovoides que miden 1-5 pde largo por 1-2 pde ancho, y poseen un nucleo grande y prominente
y un orgdnulo en forma de varilla llamado cinetoplasto, que es la caracteristica que distingue
mas claramente los amastigotes de Leishmania de estructuras similares como el
Histoplasma.[58] Aunque este método es rdpido, tiene sin embargo frecuentes falsos

negativos, en un rango muy variable, del 10 a 73%, en diversos paises.[63—72] Hay que tener
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en cuenta que la presentacion clinica como pancitopenia o bicitopenia suele llevar a la
realizacion de un aspirado de médula ésea, que ademds de un posible diagndstico de
leishmaniasis visceral nos permite descartar una hemopatia maligna.[12] El diagndstico
correcto requiere personal bien entrenado, lo que es mas dificil para los paises donde la
leishmaniasis visceral sélo se ve excepcionalmente.[73] Distintos autores han senalado Ila
presencia de alteraciones diferenciales en la médula dsea de los pacientes con leishmaniasis
visceral, como la hiperplasia eritroide, la diseritropoyesis, la hemofagocitosis y el aumento de
células plasmaticas.[67,71,74] Estas alteraciones podrian ser especialmente importantes
cuando se estd buscando el parasito y no se encuentra (como los casos de falsos negativos),
o cuando la leishmaniasis no es la sospecha principal (sobre todo en zonas no endémicas o
hipoendémicas), orientando la busqueda de los amastigotes ante la aparicion de dichos
cambios. Algunos de los autores han comparado los pacientes diagnosticados de
leishmaniasis con los pacientes con sospecha clinica pero finalmente no diagnosticados,
aunque hasta el momento actual no se ha desarrollado ninglin modelo diagnostico predictivo
de leishmaniasis visceral basado en dichos hallazgos.[64,69]

El aspirado esplénico es también rdpido y mas sensible (por encima del 90%), pero es un
procedimiento mds arriesgado, especialmente en pacientes con trombocitopenia (frecuencia
de hemorragia 1/1000), y debe ser realizado por un experto.[9,60,75,76] Esta técnica suele

realizarse de rutina en dreas de Africa oriental y el subcontiente indio.[73]

58



Figura 22. Macréfago de médula 6sea parasitado por amastigotes de Leishmania
infantum (tincion de Wright x1000) (imagen del autor).

El cultivo de las muestras obtenidas aumenta la sensibilidad, pero son necesarias al menos 2
semanas para obtener el diagndstico.[58]
2.8.2. Métodos seroldgicos

Las técnicas de deteccidn de anticuerpos comparten una alta sensibilidad para la enfermedad
visceral aguda, pero no son estrictamente especificas para esta etapa de la enfermedad. Los
anticuerpos disminuyen sdlo lentamente después de la curacién y también estan presentes
en un gran numero de individuos infectados asintomaticamente.[77] Los anticuerpos pueden
ser indetectables o estar presentes en niveles bajos en personas con leishmaniasis visceral
gue estan inmunocomprometidas debido al VIH/SIDA simultdneo u a otras razones, lo que

complica el diagndstico en estos pacientes.[16] Por todo ello se estdn estudiando pruebas
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basadas en la deteccion de antigenos, como un test antigénico en orina con alta especificidad
(93%) pero sélo un 64% de sensibilidad.[73]

Historicamente, se han utilizado varios métodos serolégicos, incluyendo el ensayo ligado a
enzimas por inmunoabsorcidn (ELISA), el test indirecto de anticuerpos inmunofluorescentes
(ilFAT), el ensayo indirecto de hemaglutinacion (IHA), y el inmunoblotting, utilizados
predominantemente en paises desarrollados. Aunque el rendimiento es variable, la mayoria
de estos combinan relativamente buenas sensibilidad (80%-100%) y especificidad (80%—
100%), pero el diagndstico suele retrasarse unos dias.[78,79] Con la llegada de las nuevas
pruebas de diagndstico rdpido (RDT), su uso va disminuyendo.[73]

Un paso importante ha sido el desarrollo del RDT basado en rK39 recombinante (figura 23).
La proteina K39 contiene 39 aminodcidos procedentes de una regién kinesina altamente
conservada de una cepa brasilefia de Leishmania infantum/chagasi. Esta prueba barata y facil
de usar funciona bien en el subcontinente indio y constituye una piedra angular en el actual
programa regional de eliminacién de la leishmaniasis visceral. En una revision sistematica
reciente, la sensibilidad del RDT rK39 en el subcontinente indio se estimo en el 97%, mientras
que fue sélo del 85% en el este de Africa, con valores intermedios en América Latina.[73] En
Espaia, la sensibilidad es mas baja (83%) en pacientes no VIH.[80] Es importante destacar que
el rendimiento del RDT rK39 varia en cierta medida de acuerdo con la marca utilizada,
contribuyendo a la heterogeneidad observada en los estudios. En el Hospital Universitario de
Fuenlabrada, como luego indicaremos en los resultados de nuestro trabajo, el RDT de la casa
comercial Standard Diagnostics, inc., ha mostrado baja sensibilidad, por lo que ha acabado
sustituida por un inmunoensayo quimioluminiscente indirecto (CLIA) monotest, que valora
anticuerpos lgG+IgM frente a Leishmania infantum; esta técnica es mas sensible, pero no tan
rapida.
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Figura 23. Esquema del procedimiento con un RDT de Leishmania basado en rK39
(extracto del procedimiento SD Leishmania AB, Standard Diagnostics, inc.).

Recientemente se ha desarrollado un RDT basado en la proteina rK28, con buenos resultados
en Africa e India.[73]

Finalmente, mencionar la prueba de aglutinacién directa (DAT), que puede utilizarse en zonas
endémicas con infraestructura de laboratorio limitada. Al usar antigenos parasitarios
completos, puede tener falsos positivos, aunque con buena sensibilidad, y también tiene la
limitacién de demorarse al menos 1 dia.[73]

2.8.3. Métodos moleculares

Las pruebas moleculares se utilizan cada vez mas para el diagndstico de la leishmaniasis
visceral. Una revisidon sistematica reciente demostré una alta sensibilidad (>95%) con la
deteccion del ADN de Leishmania mediante la prueba de reaccidn en cadena de la polimerasa
(PCR) en muestras de médula ésea, sangre periférica o buffy-coat, sin claras diferencias en el
rendimiento en sangre entre L.donovani en Asia y el este de Africa y L.infantum en el
Mediterraneo.[81] Por ello, la PCR en sangre podria ser un primer paso no invasivo
interesante en el procedimiento diagndstico. Sin embargo, la especificidad fue baja (63%—
76%) en los estudios mejor disefiados en areas endémicas. Esto podria relacionarse con una
proporcidn sustancial de individuos sin leishmaniasis visceral que son PCR positivos debido a
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una infeccidén asintomdtica por Leishmania.[73] Como desventaja podemos sefialar que es
una técnica no disponible en todos los laboratorios y que ademds puede retrasarse varios
dias.
Para mejorar su rendimiento se han desarrollado variaciones de la técnica PCR, como la
PCR anidada, la PCR semianidada y la PCR cuantitativa. Estas pueden realizarse en sangre,
muestras de tejido, orina y saliva. La PCR cuantitativa permite diferenciar entre infeccion
asintomatica y enfermedad activa. Utiliza DNA del kinetoplasto, cuyos niveles son 500 veces
menores en individuos asintomaticos que en pacientes con leishmaniasis visceral activa, por
lo que puede ser utilizada como seguimiento de individuos asintomaticos o de pacientes
curados.[82]

2.8.4. Aproximacion diagndstica
El procedimiento diagndstico debe tener en cuenta por un lado las caracteristicas del medio
en el que nos encontramos (incluyendo la localizacidn geografica, con el tipo de Leishmania
sospechado y los medios disponibles en nuestro laboratorio) y por otro lado la clinica y
caracteristicas del paciente (muy importante si es 0 no inmunocompetente).
Si no hay sospecha de hemopatia maligna, podria comenzarse con PCR y serologia en sangre,
anadiendo alguna prueba serolégica mdas en inmunodeprimidos. Si con esto no se puede
excluir o confirmar razonablemente el diagndstico, se recomienda realizar una prueba
invasiva como el aspirado de médula ésea que incluya observacion microscoépica, PCR y
cultivo. En sospecha de recaida, la serologia no es util, debiendo realizarse el diagndstico
mediante test parasitoldgicos y PCR (idealmente cuantitativa).[73]

2.8.5. Diagnostico diferencial
El diagndstico diferencial de la leishmaniasis visceral incluye neoplasias malignas

hematoldgicas como leucemias, linfomas y sindromes mielodisplasicos, asi como
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linfohistiocitosis hemofagocitica e infecciones. Las infecciones pueden variar desde
infecciones virales comunes (secundarias a virus como el VEB y el CMV) a otras que son
relevantes dependiendo de la endemia o los antecedentes de viajes (como el tifus, la
brucelosis y la histoplasmosis diseminada) o la funcién inmune (como el VIH, la tuberculosis

diseminada y la toxoplasmosis).[12]
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2.9. Tratamiento de la Leishmaniasis Visceral

El informe del Comité Experto de la OMS sobre el Control de la Leishmaniasis de 2010
recomienda no tratar a ningln paciente de leishmaniasis visceral hasta no tener un
diagndstico confirmado segun los pardmetros establecidos por la misma organizacion que
explicitamos al inicio del apartado de diagndstico. El tratamiento seguira las guias nacionales
o regionales, teniendo en cuenta la especie en algunas regiones y también el estado
inmunoldégico del paciente (por ejemplo, la coinfeccién con VIH). Ademas del tratamiento
especifico, puede requerirse tratamiento de soporte previo como rehidratacion o

suplementos nutricionales.[9]

Todos los pacientes con leishmaniasis visceral confirmada deben tratarse con farmacos
antileishmania, para evitar la evolucién fatal de la enfermedad.[78] Es por ello muy
importante realizar un diagndstico lo mas precoz posible. La eficacia de estos farmacos varia
con el estado inmune del huésped y la ubicacion geografica donde se adquirié la infeccidn por
Leishmania. Por lo tanto, las recomendaciones de tratamiento se basan en ello. Es también
muy importante reducir los costes de los tratamientos, pues una buena parte de los pacientes

viven en paises con grandes dificultades econdmicas para costear estos tratamientos.

Hasta la fecha, la anfotericina-B liposomal y la miltefosina son los Unicos medicamentos
aprobados por la Administracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados Unidos (FDA),
para el tratamiento de la leishmaniasis visceral.[73]

La anfotericina-B liposomal se recomienda actualmente como farmaco antileishmania de
primera linea, basado en los datos de eficacia disponibles de diferentes regiones endémicas
de LV del mundo.[83] En la India y en la cuenca mediterranea ha sido muy eficaz y segura,

menos en Africa oriental y Brasil, donde fueron necesarias dosis méas altas. Aunque tiene un
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coste elevado para esas regiones (coste del tratamiento de unos 378 ddlares americanos),
sigue siendo preferida por su seguridad y su corto régimen (periodo de 21 dias).[73] La
anfotericina-B liposomal sustituyé a la anfotericina-B deoxicolato, que presenta efectos
secundarios frecuentes como escalofrios y fiebre durante la infusion, flebitis, hipopotasemia
e insuficiencia renal, que son menores en su presentacion liposomal.

Los antimoniales pentavalentes, antimoniato de meglumina (Glucantime®) vy el
estibogluconato de sodio (Pentostam®), contindan siendo efectivos en todas las regiones
endémicas de leishmaniasis visceral, excepto en el subcontinente Indio (zona de Bihar) donde
existen resistencias. Son farmacos que se puede utilizar por via intramuscular o intravenosa,
pero no son bien tolerados por la alta tasa de efectos secundarios (prolongacién del QT y
otras alteraciones electrocardiograficas, elevacidon de enzimas hepaticas y de lipasa, anemia
y trombopenia).[84]

Otras alternativas son la miltefosina y la paramomicina, el Unico farmaco oral disponible.
Para evitar resistencias se recomienda usarlas en combinacién con la anfotericina-B
liposomal. La pentamidina no se usa rutinariamente por sus efectos secundarios como la

diabetes.[73]
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2.10. Modelos diagndsticos predictivos

El diagndstico de una enfermedad es un proceso en muchas ocasiones complejo, al que se
llega mediante la exclusidon de otras posibles causas que presenten una clinica similar o
mediante la identificacién de datos especificos de dicha enfermedad. Para ello disponemos
de numerosas herramientas de diagndstico, que nos van a permitir por un lado aumentar la
probabilidad de un determinado diagndstico, y por otro disminuir la probabilidad de los
diagndsticos alternativos. En muchas ocasiones, las herramientas diagndsticas que mas nos
acercan al diagndstico de la enfermedad (con alta sensibilidad y especificidad) no siempre
estan disponibles, o suponen un elevado riesgo para el enfermo, o un gasto econémico
importante, o el tiempo que conllevan para llegar al diagndstico puede demorar una decision

terapéutica importante para el bienestar del paciente.

En este contexto se han desarrollado los modelos predictivos o reglas de prediccion clinica,
gue permiten la toma de decisiones en base a la probabilidad estimada de que una
enfermedad especifica o una condicion esté presente en el individuo (modelo diagnéstico) o
bien de que un determinado evento va a ocurrir en el futuro (modelo prondstico). En el
modelo diagndstico, la probabilidad de que exista una enfermedad concreta puede utilizarse
tanto para el desarrollo de un segundo escaldn de pruebas diagndsticas, como para la decisidon
de iniciar un tratamiento directamente, o bien para excluir la presencia de una enfermedad

grave.[85]

Tanto en los modelos diagndsticos como en los prondsticos, las probabilidades estimadas se
basan en combinar la informacién de multiples pardmetros (predictores) observados o
medidos en un individuo, dado que la informacién de un Unico pardametro suele ser

insuficiente. Es por ello por lo que se han desarrollado modelos predictivos multivariables,
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con el objetivo de ayudar a los médicos en la estimacion de las probabilidades y en la toma
de decisiones clinicas. Un modelo diagndstico de prediccion multivariable es una ecuacion
matemadtica que relaciona multiples predictores para un individuo concreto con la
probabilidad o riesgo de la presencia de un resultado particular. Estos predictores (variables
independientes desde el punto de vista estadistico) pueden ser datos demograficos, datos de
la historia clinica y exploracién fisica o resultados de pruebas radiolédgicas, de laboratorio o
de diversa indole.[85] Para facilitar el uso de estas reglas, a partir de las férmulas se pueden
desarrollar nomogramas, graficas que permiten el calculo de la probabilidad teniendo en
cuenta los valores de los predictores. También se han desarrollado los mas sencillos sistemas
de puntuacidn o “scores”, en los que a cada predictor se asigna una puntuacién y se calcula
un resultado (“score” propiamente dicho) a partir de la suma de estas puntuaciones; este
“score” estratifica en varios niveles la probabilidad que presentan los pacientes de presentar

el diagndstico concreto.

Los modelos predictivos diagndsticos multivariables permiten al médico estimar la
probabilidad o el riesgo de que una enfermedad esté presente o ausente en el momento de
la prediccion. Estos modelos se desarrollan a partir de los individuos con sospecha de tener
esa enfermedad, y para utilizarlos en individuos con la misma sospecha. El modelo se evaluara
respecto a un resultado (tener la enfermedad o no), que viene dado por un patréon de

referencia.[85]

Se pueden distinguir 3 fases en el proceso de investigacion de estos modelos:

1. Desarrollo de la regla de prediccién. Comprende la identificacion de los posibles

predictores, evaluando los pesos relativos de cada uno (andlisis univariante), la
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2.

elaboracién de la regla propiamente dicha (andlisis multivariante), la estimacion de la
exactitud de la regla y la validacién interna de la misma.

Validacidn externa de la regla de prediccion. Comprobar la exactitud de la regla en
pacientes no incluidos en el estudio de desarrollo. Pueden distinguirse validaciones en
otro contexto temporal, geografico o en otro grupo de pacientes diferente por edad
0 ambito de atencidn (ambulante u hospitalaria).

Estudio del impacto clinico de una regla en la actitud del médico, valorando posibles
cambios en actitudes terapéuticas, reduccion de tiempos o de costes y mejora de los
procesos clinicos. Eventualmente la regla podria implementarse en la practica clinica

diaria.[86]
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3. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

En los pacientes con leishmaniasis visceral, se han descrito anormalidades en los pardmetros
hematoldgicos y bioquimicos, junto con alteraciones de la médula dsea. En los hemogramas,
los recuentos celulares muestran frecuentemente anemia, trombocitopenia e incluso
pancitopenia.[14,25,26,63,65,67—-71,74,87-90] Los cambios descritos en los pardmetros
bioquimicos comprenden el aumento de los niveles de triglicéridos, de las enzimas lactato
deshidrogenasa (LDH) y transaminasa AST, de las inmunoglobulinas séricas y de la proteina C
reactiva (CRP).[26,63,65,68,70,71,91] En la médula désea algunos autores destacan la
hiperplasia eritroide, los cambios displasicos (especialmente la diseritropoyesis), los
fenomenos de hemofagocitosis y el aumento de la proporcion de células

plasmaticas.[25,64,67,71,74,87-90,92]

La observacién de los amastigotes en el aspirado de médula ésea, estudio parasitolégico
habitual en nuestro medio, presenta con frecuencia falsos negativos, al igual que la prueba
de diagndstico rapido rk39. Por otro lado, las pruebas que muestran mayor sensibilidad y
especificidad, como la PCR y el ELISA, se pueden retrasar varios dias. Es por ello por lo que se
plantea el uso de otros datos, tanto clinicos como analiticos, que permitan acortar el tiempo

para tomar una decisidon terapéutica cuando el paciente presenta datos de gravedad.

El importante nimero de casos de leishmaniasis visceral en relacién con la situacién del brote
detectada en el drea de Fuenlabrada justifica el estudio y la investigacidn de las alteraciones
diferenciales presentadas por estos pacientes en los hemogramas, en la bioquimica sanguinea

y en la médula dsea. Se postula que algunos de estos cambios o la combinacién de varios de
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ellos podrian ser muy utiles desde el punto de vista diagndstico en la deteccién temprana de
leishmaniasis visceral, especialmente en los casos en los que las pruebas diagndsticas

habituales no son concluyentes y el paciente presenta datos de gravedad.

La elaboracion de un modelo diagnostico predictivo de leishmaniasis visceral basado en
algunos de estos parametros proporcionaria una base mas sélida sobre la cual poder tomar
las decisiones terapéuticas en un momento temporal adecuado en estos pacientes en los que

no se puede disponer inicialmente de un diagndstico de certeza.
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4. HIPOTESIS DE TRABAJO Y OBJETIVOS

El objetivo de este trabajo es encontrar aquellos datos diferenciales observadas en el
hemograma, en la bioquimica sanguinea o en la médula dsea, que permitan orientar el
diagnéstico de leishmaniasis visceral en aquellos casos en los que no se visualiza el parasito
en el aspirado de médula ésea, en espera de los resultados de las pruebas diagnodsticas de

certeza como la PCR y el ELISA.

Basados en este objetivo, se postula la siguiente hipétesis de trabajo:

“Algunas de las alteraciones diferenciales observadas en los recuentos celulares del
hemograma, en la bioquimica sanguinea o en la médula ésea, que presentan los pacientes

con leishmaniasis visceral, podrian ser utiles para:

1. Discriminar entre pacientes con y sin leishmaniasis visceral,

2. Aumentar la sensibilidad diagndstica, con una especificidad aceptable, respecto a la
mera observacidn del pardsito en el aspirado de médula dsea, a la vez que se mantiene
la ventaja en tiempo respecto a las técnicas de mayor sensibilidad y especificidad
como la PCRy el ELISA.

3. Tomar decisiones terapéuticas en tiempo adecuado en los pacientes mas graves”.

Este trabajo se concreta en dos objetivos principales;

1. Primer objetivo: detectar y describir los datos distintivos que presentan los pacientes
con leishmaniasis visceral en su sangre (recuentos celulares y bioquimica sérica) y en

su médula désea.
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2. Segundo objetivo: elaborar un modelo predictivo diagndstico de leishmaniasis
visceral a partir de estos datos distintivos, para los casos en que el parasito no se ha
observado directamente en la médula ésea y aun hemos podido establecer el
diagndstico por otras técnicas, permitiendo asi la toma de decisiones en un tiempo
adecuado en los pacientes mads graves. Realizar posteriormente una validacién interna
del estudio y también una validacién externa utilizando una muestra diferente a los

pacientes empleados para la elaboracion del modelo.

Se consideran objetivos secundarios:

1. Detectary describir los datos distintivos que presenten entre si los distintos subgrupos
de pacientes con leishmaniasis visceral, establecidos en funcién de variables como
sexo, edad, origen geografico, estado de inmunidad y otros subgrupos que se puedan
establecer en funcidn de los hallazgos del estudio.

2. Integrar el modelo predictivo diagndstico basado en esos datos dentro de un
procedimiento global de toma de decisiones diagndstico-terapéuticas en pacientes

con sospecha de leishmaniasis visceral.
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1. Tipo de estudio

Presentamos un estudio observacional transversal, con recogida retrospectiva de los datos
de laboratorio y de los datos registrados en la practica clinica habitual, de una cohorte
consecutiva de pacientes mayores de 15 afos tratados en el Hospital Universitario de
Fuenlabrada, a los cuales se realizé un aspirado de médula ésea por sospecha clinica de

Leishmania.

5.2. Hospital Universitario de Fuenlabrada y area de salud

El Hospital Universitario de Fuenlabrada es un hospital integrado en la Categoria Il de
Hospitales dependientes del Servicio Madrilefio de Salud, situado en el municipio de
Fuenlabrada. Cuenta con 406 camas y atiende a un area de poblacién en torno a 220.000
habitantes pertenecientes a las localidades de Fuenlabrada, Moraleja de Enmedio y Humanes,
situadas en el suroeste de la Comunidad de Madrid (Espafia). El hospital dispone de camas de
hospitalizacién de todas las especialidades médicas y quirdrgicas, con las excepciones de
angiologia y cirugia vascular, cirugia cardiovascular, cirugia maxilofacial, cirugia pediatrica,

cirugia toracica, cirugia plastica y reparadora, estomatologia, inmunologia y neurocirugia.
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5.3. Premisas éticas

Este estudio fue aprobado por el Comité ético de Investigacion Clinica del Hospital
Universitario de Fuenlabrada (documento de aprobacion en el anexo 10.2). Se requirid el

consentimiento informado del paciente para realizar el aspirado de médula ésea.

5.4. Definiciones y variables del estudio

5.4.1. Definiciones del estudio

Las definiciones de los conceptos que se van a utilizar en el disefio del estudio son las

siguientes:

1. Fiebre de duracidn intermedia: fiebre no localizada que ocurre en la comunidad, de
una a cuatro semanas de duracién, y no teniendo ninguna orientacién de diagnéstico
después de que completar las evaluaciones clinicas, analiticas y radioldgicas
basicas).[93]

2. Esplenomegalia: bazo de tamafo > 12 cm por ultrasonografia.

3. Citopenia: anemia (hemoglobina < 120 g/L) o leucopenia (leucocitos < 4 x 103/uL) o
trombocitopenia (plaguetas < 150 x 103/uL).

4. Paciente con sospecha clinica de leishmaniasis visceral: en nuestro contexto,
paciente con fiebre de duracién intermedia o esplenomegalia y al menos una
citopenia.

5. Paciente con leishmaniasis visceral confirmada (LV): todos los pacientes con
sospecha clinica, finalmente diagnosticados de leishmaniasis visceral por uno de los

siguientes métodos aprobados por la Organizacion Mundial de la salud (OMS):[9]
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a. Visualizacion microscépica de amastigotes de Leishmania en la médula ésea.

b. Aislamiento del parasito de las células mononucleares de la sangre periférica
en cultivo en medio de NNN.

c. Deteccién de ADN de Leishmania por PCR en sangre o médula dsea.

d. Positividad por serologia utilizando técnicas de RDT basado en rk39 y ELISA
(IgG+lgM), o ilFAT.

6. Paciente sin leishmaniasis visceral (NLV): todos los pacientes con sospecha clinica de
leishmaniasis visceral (segun lo indicado previamente), pero sin la confirmacién de la
enfermedad por cualquiera de los métodos diagndsticos aprobados por la OMS.

7. Paciente con sindrome mielodisplasico (SMD): todos los pacientes con alguna/s
citopenia/s periférica/s diagnosticados de sindrome mielodisplasico durante el mismo
periodo, segln los criterios de la OMS.[94] Los sindromes mielodisplasicos son una
neoplasia hematoldgica, constituyen la causa mas frecuente de citopenia/s originada
en la médula ésea y requieren siempre la realizacion de aspirado de médula ésea para
su diagnéstico. Habitualmente existe una sospecha basada en la morfologia alterada
de las células sanguineas, pero siempre hay que plantear la leishmaniasis como uno
de los diagnésticos diferenciales al valorar la médula de estos pacientes con
citopenias.

5.4.2. Variables del estudio

En el estudio se recogen las variables objeto de trabajo (datos del hemograma, de la
bioquimica sérica y de la médula ésea), junto con otros datos clinicos y demograficos. Los
datos clinicos recogidos fueron: presencia o no de fiebre (temperatura axilar > 38 2 C) y

esplenomegalia (> 12 cm por ultrasonografia), junto con la presencia de datos clinicos
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relevantes como infeccién por VIH, terapia inmunosupresora (corticosteroides, metotrexate
o anti-TNF), neoplasia o enfermedad autoinmune. También se recogieron los resultados
diagnosticos de PCR del ADN de Leishmania, los cultivos microbiolégicos y los estudios
seroldgicos por rK39, ilFAT o ELISA, y el diagndstico final en los casos no diagnosticados de
leishmaniasis visceral. En todas las técnicas microbioldgicas y en el aspirado de médula dsea
se registro el tiempo transcurrido entre la recepcidon de la muestra en el laboratorio y la

validacion de dicho resultado.

Los datos bioquimicos o del hemograma recogidos se obtuvieron de analiticas realizadas el
mismo dia del aspirado de médula ésea o en su defecto en las 2 semanas inmediatamente
anteriores; en caso de no haber analitica previa se admitié un andlisis realizado hasta 3 dias

después del aspirado.

La mayoria de los datos son cuantitativos y el analisis se enfoca en ellos, pero también se
recogieron datos cualitativos (como la morfologia de las células de la sangre periféricay de la
médula ésea). En las tablas 2, 3 y 4 se indican, junto a los pardmetros cuantitativos recogidos
en el estudio, sus rangos de referencia, y se incluyen los pardmetros cualitativos. Estos rangos
de referencia son los establecidos en el laboratorio del Hospital Universitario de Fuenlabrada

para la poblacién del area de salud atendida.

Los parametros de bioquimica sérica recogidos son inmunoglobulina G, inmunoglobulina A,
inmunoglobulina M, creatinina, fosfatasa alcalina, bilirrubina total, gamma-
glutamiltransferasa, alanina-aminotransferasa, aspartato-aminotransferasa, lactato

deshidrogenasa, triglicéridos, ferritina y proteina C-reactiva (tabla 2).
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En el hemograma se recogieron hemoglobina, volumen corpuscular medio, ancho de
distribucién eritrocitaria, reticulocitos absolutos, plaquetas, leucocitos, neutrdéfilos en
porcentaje y absolutos, linfocitos en porcentaje y absolutos, monocitos en porcentaje y
absolutos, y eosindfilos en porcentaje y absolutos. También se recogen las alteraciones

morfoldgicas observadas en el frotis y la velocidad de sedimentacion globular (tabla 3).

Se recogieron 16 parametros de médula ésea, incluidos los parametros cuantitativos y
cualitativos. Los parametros cuantitativos de la médula dsea analizados fueron la celularidad
cuantitativa (rango 0-5), los megacariocitos cuantitativos (rango 0-5), el porcentaje de serie
mieloide (granulocitica), el porcentaje de serie eritroide, la relacién mielo-eritroide y los
porcentajes de linfocitos, células plasmaticas, eosinéfilos y macréfagos. En algunos de los
pacientes se realizé tincidn de Perls, recogiendo los datos de hierro macrofagico (rango 0-4)
y del porcentaje de sideroblastos en la médula dsea. Los pardmetros cualitativos analizados
(presencia de anomalias morfolégicas en las células de la médula désea) fueron
hemofagocitosis, hemofagocitosis de eritrocitos, hemofagocitosis de leucocitos y/o
plaguetas, diseritropoyesis. dismegacariopoyesis, disgranulopoyesis y megaloblastosis (tabla
4). Se recogié también la presencia o no de Linfohistiocitosis Hemofagocitica (HLH), siguiendo
los criterios del HLH Study Group (Histiocyte Society) de 2004 (tabla 5);[95] de estos criterios,
no se tuvieron en cuenta, al no estar disponibles, la ausencia de actividad NK y el CD25

soluble.
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Tabla 2. Parametros de bioquimica sérica.

Bioquimica sérica: Abreviatura Rango de referencia 'y
unidades
Inmunoglobulina G IgG 7-16 g/L
Inmunoglobulina A IgA 0.7-4 g/L
Inmunoglobulina M IgM 0.4-2.3g/L
Creatinina CR <103 umol/L
Fosfatasa alcalina FA 30-120 U/L
Bilirubina total BT 5.1-20.5 umol/L
Gamma- GGT 15-85 U/L
glutamiltransferasa
Alanina-aminotransferasa ALT 10-40 U/L
Aspartato- AST 14-44 U/L
aminotransferasa
Lactato deshidrogenasa LDH 80-250 U/L
Triglicéridos TG <1.7 nmol/L
Ferritina FER ® 12-120 pg/L
@ 20-250 pg/L
Proteina C-reactiva CRP 1-5 mg/L
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Tabla 3. Parametros del hemograma y alteraciones morfolégicas en sangre periférica.

Hemograma:

Abreviatura

Rango de referencia y unidades

Hemoglobina

Volumen corpuscular
medio
Ancho de distribucion
eritrocitaria
Reticulocitos
absolutos
Plaquetas

Leucocitos
Neutrofilos %

Neutrofilos absolutos

Linfocitos %

Linfocitos absolutos

Monocitos %

Monocitos absolutos

Eosinofilos %

Eosinofilos absolutos

Velocidad de
sedimentacion
globular
Alteraciones
morfoldgicas
(cualitativo)

HB

VCM
ADE
RET
PLT
LEU

NEU%

NEU#
LIN%

LIN#
MON%

MON#
EOS%

EOS#
VSG

Célula sanguinea
Eritrocitos
Granulocitos
Linfocitos
Plaguetas
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® 120-160 g/L
@ 130-175g/L
82-98 fL
0.11-0.15
50-100 x 10%/L
150-450 x 10%/L
4-11.6 x 10%/L

42-74 %

1.5-7.5 x 10°/L
16-45 %

1.0-3.2 x 10°/L
4-12 %

0.2-0.8 x 10%/L
0-4 %

0.1-0.6 x 10°/L
0-30 mm/12 hora

Alteraciones valoradas
Alteraciones en forma, inclusiones
Granulacion, segmentacion, inmaduros
L. activados, otros atipicos, plasmaticas
Alteracién tamano y granulacién, vacuolas



Tabla 4. Parametros de médula dsea.

Médula dsea:

Abreviatura

Rango de referencia 'y

unidades
Cellularidad cuantitativa CEL 2.5-3.0/5
Serie mieloide % SM% 52-64%
Serie eritroide % SE% 23-35%
Ratio mielo-eritroide M/E 1.5-2.6
Linfocitos % LINM% 6-14%
Células plasmaticas % CPLA% 0.2-1.6%
Eosindfilos % EOSM% 1-5%
Monocitos % MONM% 0-1.1%
Macréfagos % MAC% 0-1.1%
Megacariocitos MEG 2.0-3.0/5
cuantitativos
Blastos % BL% 0-1%
Presencia de Tipo: Grado:

hemofagocitosis, tipo y

grado
(cualitativo)

Alteraciones morfoldgicas

(cualitativo)

1.Eritrofagocitosis
2. Hemofagocitosis de
leucocitos/plaquetas

Disgranulopoyesis
Diseritropoyesis
Dismegacariopoyesis
Megaloblastosis
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Tabla 5. Criterios diagndsticos de la HLH-2004.

Criterio Punto de corte

Fiebre -

Esplenomegalia =

Citopenia (203 Hemoglobina <90 g/dL

lineas celulares) Plaquetas <100 x 10%/L
Neutréfilos <1.0 x 10°/L

Hiperferritinemia >500 pg /L

Hipertrigliceridemia o >3 nmol/L

hipofibrinogenemia. <1.5g/L

CD25 soluble elevado >2400 U/mL

Hemofagocitosis En médula u otros tejidos

Citotoxicidad NK reducida o Segun el laboratorio de referencia

ausente

5.5. Metodologia y técnicas de medida

Los parametros del hemograma se obtuvieron en los contadores celulares Sysmex XE-5000 ®
o Beckman-Coulter LH780 ®. Los parametros bioquimicos se realizaron en los analizadores
Beckman-Coulter DXI® o Siemens vista®. Todos los analizadores pasaron los controles de
calidad internos y externos establecidos por la normativa de calidad del Laboratorio Clinico
del Hospital Universitario de Fuenlabrada, laboratorio que cuenta desde 2014 con la

certificacidon en la norma 1SO 9001.
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Los parametros del aspirado de médula 6sea fueron evaluados por un especialista en
Hematologia (entre 3 posibles observadores, que siguieron criterios homogéneos basados en
las guias de la ICSH (Comité Internacional de Estandarizacién en Hematologia) y en otras
publicaciones de referencia.[96—98] El recuento diferencial se realizé sobre 400 células
nucleadas de médula dsea, tefiidas con colorante de Wright, bajo 400 aumentos (objetivo
x40). El rango de celularidad se evalud en al menos 5 areas adyacentes al grumo de médula
6sea (a 200 aumentos, con objetivo de x20), dependiendo de la proporcidon entre células
hematopoyéticas y grasa: 0 (0% de células), 0,5 (10% de células), 1 (20% de células), 1,5 (30%
de células), 2(40% de células), 2,5 (50% de células), 3 (60% de células), 3,5 (70% de células), 4
(80% de células), 4,5 (90% de células) y 5 (100% de células). La cuantificaciéon de
megacariocitos fue asignada por el nimero promedio de megacariocitos por campo (a 200
aumentos, con objetivo de x20) en 5 campos, de acuerdo con la siguiente regla: 0 (0
megacariocitos/campo), 1 (1-2 megacariocitos/campo), 2 (3-4 megacariocitos/campo), 3 (5-6

megacariocitos/campo), 4 (7-8 megacariocitos/campo) y 5 (29 megacariocitos/campo).

La valoracion del hierro medular en el aspirado se realizd mediante la tincién de Perls (azul
de Prusia) evaluando en primer lugar el hierro macroféagico en el grumo medular en un rango
de 0 a 4 (0 ausente, 1 escaso, 2 normal, 3 ligeramente aumentado, 4 aumentado). Se realizo
igualmente un recuento del porcentaje de sideroblastos sobre 100 eritroblastos medulares
(incluyendo también el porcentaje de sideroblastos en anillo) y considerando disminuido un
recuento inferior al 10%.[99-101] Segun los resultados obtenidos se establecieron los

siguientes patrones de hierro medular:

1. Deficiencia de hierro: hierro macrofagico 0-1 y < 10% de sideroblastos.

2. Bloqueo inflamatorio del hierro: hierro macrofagico >1y < 10% de sideroblastos.
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3. Patron normal de hierro: hierro macrofagico 2-3 y > 10% de sideroblastos.
4, Sobrecarga de hierro: hierro macrofagico 4 y > 10% de sideroblastos.

5. Anemia refractaria sideroblastica: > 15% de sideroblastos en anillo.

Respecto a las técnicas de diagndstico microbiolégico, el RDT basado en rK39 utilizado fue el
“SD Leishmania Ab” de la casa comercial Standard Diagnostics, inc. (Yongin-si, Gyeonggido,
Corea). Los estudios de ELISA para determinar anticuerpos IgG+IgM frente a antigenos de
Leishmania infantum se realizaron con método colorimétrico y reactivos de la casa comercial
Vircell (Granada, Espafia). Estas técnicas se realizaron en la seccién de Microbiologia del
Laboratorio Clinico del Hospital Universitario de Fuenlabrada. Previamente a abril de 2011,
en lugar de los estudios de ELISA, se habia empleado el kit Leishmania ilFAT de Vircell
(Granada, Espafia), que era remitido al Departamento de Microbiologia del Hospital
Universitario Severo Ochoa (Leganés, Madrid). Para los cultivos de Leishmania se empleé el
medio NNN (Novy, Nicolle y McNeal). Estos cultivos y los estudios de PCR fueron remitidos al
Centro Nacional de Microbiologia del Instituto de Salud Carlos Il (Majadahonda, Madrid).
Para el diagndstico molecular se empled una técnica de PCR anidada especifica del género
Leishmania (LnPCR), de alta especificidad; se utilizé también una técnica de PCR cuantitativa

a tiempo real para cuantificar la carga parasitaria.

5.6. Ambito y disefio del estudio

El estudio se realizé sobre pacientes mayores de 15 afios atendidos en el Hospital
Universitario de Fuenlabrada. Se recogieron las variables descritas en todos los pacientes

atendidos en el hospital entre los afios 2009 y 2017, y pertenecientes a los grupos definidos
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previamente de LV, NLV y SMD (de este ultimo grupo sélo se recogieron datos durante el

periodo 2009-2014).

Se realizaron comparaciones de todas las variables recogidas entre los 3 grupos, y también
entre diferentes subgrupos establecidos dentro del grupo LV, basados en algunas de las
caracteristicas cualitativas que se recogieron en el estudio, como estado inmune, origen
geografico, presencia o no de hemofagocitosis y si se habian observado o no los amastigotes
en la médula dsea. Entre estos subgrupos se compararon los mismos pardmetros que en los

grupos iniciales LV, NLV y SMD.

Una vez analizados todos estos datos, se decidié elaborar el modelo predictivo diagndstico a
partir de los casos en los cuales los amastigotes de Leishmania no se observaron en el
estudio de médula dsea. Estos pacientes en los que el parasito no se habia observado eran
los que presentaban un problema diagndstico, pues era necesario esperar al resto de
resultados (cultivo, PCR o serologia) para poder decidir si se iniciaba o no el tratamiento
especifico. Una vez recibidos los resultados de estas técnicas, algunos de estos pacientes
fueron finalmente diagnosticados de leishmaniasis visceral, mientras que en otros no se
confirmé la leishmaniasis visceral. También se descartaron para el modelo los pacientes del
grupo SMD, pues en su gran mayoria (excepto un Unico caso) no se planted en ellos la
sospecha firme de leishmaniasis visceral tal y como la hemos definido. Se seleccionaron
Unicamente los pacientes correspondientes al periodo de tiempo 2009-2014, quedando los
pacientes del periodo 2015-2017 para la ulterior validacién externa del modelo.

Por lo tanto, en la elaboraciéon del modelo predictivo, realizado con los datos del periodo

2009-2014, entraron los siguientes grupos de pacientes (esquema 1):
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1. Grupo LV (elaboracion del modelo): todos los pacientes LV en los que no se
observaron los amastigotes de Leishmania en la médula dsea, pero fueron
finalmente diagnosticados de Leishmaniasis visceral por otros métodos.

2. Grupo NLV (elaboracion del modelo): todos los pacientes con sospecha clinica
de leishmaniasis visceral sin confirmacién por ninguno de los métodos

aprobados por la OMS.

Aunque en este modelo podria plantearse una combinacion de datos de laboratorio
(hemograma, bioquimica, pardmetros de médula dsea) y datos clinicos (presencia de fiebre,
esplenomegalia), se decidid tener en cuenta Unicamente los pardmetros directamente

obtenidos de la observacion de la médula ésea. Esta decision estaba justificada porque:

1. Desde el punto de vista practico, estos parametros (que se obtienen
sistematicamente en todos los aspirados de médula dsea) podian ser
valorados concomitantemente en la misma observacion en la que se
buscaban los amastigotes en el aspirado de médula dsea.

2. Los parametros del hemograma como hemoglobina, leucocitos o
plaguetas estaban incluidos en la definicion de sospecha clinica, ya que
ésta incluye la presencia de anemia, trombocitopenia y/o leucopenia.

3. Desde el punto de vista fisiopatolégico, una gran parte de las
repercusiones que presenta la leishmaniasis visceral a nivel analitico
tienen relacion con la patologia que produce en los drganos,
especialmente en el bazo y la médula dsea (citopenias, elevacion de

reactantes de fase aguda, hipergammaglobulinemia) por lo que parecia
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razonable valorar los datos directamente obtenidos del érgano, en este

caso la médula dsea.

Quedaban por tanto excluidos para la elaboracion del modelo predictivo todos los pacientes
en los cuales se habia observado el pardsito en la médula ésea. Estos pacientes pasarian a
formar parte de otra muestra destinada a la validacién del modelo predictivo, a la que se
afiadirian los pacientes del periodo 2015-2017, a los cuales también se realizé aspirado de
médula ésea por sospecha clinica de leishmaniasis visceral. Esta muestra de validacién del

modelo predictivo estaba formada por los siguientes pacientes (esquema 1):

1. Grupo LV (validacion del modelo): pacientes diagnosticados por observacién directa
de los amastigotes en la médula ésea durante los periodos 2009-2014 y 2015-2017, y
pacientes diagnosticados de leishmaniasis visceral en los que no se habian visualizado
los amastigotes en los aspirados de médula ésea durante el periodo 2015-2017.

2. Grupo NLV (validaciéon del modelo): pacientes con sospecha clinica de Leishmaniasis
visceral no confirmada finalmente por ninguno de los métodos diagndsticos durante

el periodo 2015-2017.
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Pacientes con sospecha clinica Pacientes con sospecha clinica
de LV de LV
(2009-2014) (2015-2017)

Aspirado de
médula dsea

Aspirado de

médula osea y otras
! técnicas™
ishi i b d S LV diagnosticada
Leishmania no observada observada g
Otras | [
técnicas
diagnosticas LV diagnosticada No LV
5 (Grupo LV-Vm) (Grupo NLV-Vm)
v v
LV diagnosticada No LV
(Grupo LV-Em) (Grupo NLV-Em)
1 I v
Muestra de elaboracién del Muestra de validacion del
modelo modelo

Esquema 1.Grupos de pacientes reclutados por el estudio, sin incluir a los
pacientes diagnosticados de SMD. *Otras técnicas diagndsticas: PCR, ELISA y/o
cultivos. Em: elaboracién del modelo. Vm: validacion del modelo.

5.7. Criterios de exclusion

En todos los grupos excluimos todos los casos siguientes:

2. Casos con aspirado de médula ésea no valorable.

3. Casos en los que no se habia realizado ninguna de las técnicas de
diagnéstico (PCR, ELISA o cultivo) cuando la observacion del parasito en
la médula era negativa.

4. Casos con sospecha de recaida o en recaida de leishmaniasis visceral.
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5.8. Recogida de datos y analisis estadistico

5.8.1. Recogida de datos

Los datos de las variables a estudio (datos del hemograma, bioquimica sérica y médula dsea)
se obtuvieron a partir de los sistemas informaticos de laboratorio (Servolab® de Siemens y
Modulab® de Werfen). Los datos demograficos y los datos clinicos de practica habitual se
obtuvieron del programa de historia clinica electréonica Selene®, ahora Cerner®, programa de

gestion integral de historia clinica utilizado en el Hospital Universitario de Fuenlabrada.

Todos estos datos fueron registrados en una base de datos anonimizada destinada a este

trabajo de investigacion.

5.8.2. Analisis estadistico descriptivo y comparativo

En todas las variables se describieron y compararon los grupos de leishmaniasis visceral frente
a los de no leishmaniasis visceral, y también frente a los de sindrome mielodisplasico. Para las
variables continuas se describieron la media, la desviacion estandar, la mediana y los
cuartiles, y las frecuencias absolutas y relativas de los valores anormales respecto a los valores
analiticos de referencia. Para las variables cualitativas se describieron las frecuencias
absolutas y relativas de los distintos grupos. Se realizaron pruebas de normalidad
(Kolmogorov-Smirnov) en las variables cuantitativas: si eran distribuciones normales se
compararon las medias (T de Student o test de Welch en caso de varianzas desiguales) y si las
distribuciones eran no normales se compararon las medianas (con la prueba paramétrica U
de Mann-Whitney). Para comparaciones entre variables cualitativas se empled la prueba x2
o el test exacto de Fisher cuando en alguin grupo el nimero de casos era inferior a 5. En todas

estas pruebas se establecio como limite de significacién una p < 0.05.
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El tratamiento estadistico de los datos se realizé utilizando los programas de analisis

estadistico MedCalc® v 11.4.2 y SPSS® v 15.0.

5.8.3. Desarrollo del modelo predictivo

Se decidié elaborar un modelo predictivo teniendo en cuenta los parametros de médula dsea.
En primer lugar, se realizd un analisis univariante, comparando cada uno de los parametros
entre los grupos de LV y NLV, siempre mediante la prueba no paramétrica U de Mann-
Whitney (medianas), aunque las distribuciones fueran normales. En las variables cualitativas
se describieron las frecuencias absolutas y relativas, y se realizé la prueba x2 para evaluar la
asociacion con el diagndstico. Se elaboraron modelos logisticos univariantes y se realizaron
los andlisis del drea bajo la curva COR, con el objetivo de evaluar la potencia discriminatoria

de cada parametro.

Posteriormente se seleccionaron los parametros en médula dsea con significacion estadistica
(valor p<0,05)y, para la decisién de qué variables podrian incluir en el modelo multivariante,
se obtuvo la tabla de correlaciones de las variables significativas independientes, para poder
valorar correlaciones entre distintas variables y asi poder descartar aquellas que estén
fuertemente correlacionadas, dado que aportan la misma informacién . Teniendo en cuenta
las variables correlacionadas y el tamafio muestral, se seleccionaron las que se iban a incluir
en el modelo multivariante maximo. Siguiendo una estrategia de modelizacién hacia atras,
se descartaron algunas de las variables en el modelo final. El| modelo multivariante se
concretd en una férmula o ecuacion matematica, que a partir de las variables potencialmente
predictivas que entren en el modelo final, darda como resultado la probabilidad de que un

paciente tenga leishmaniasis visceral. Se desarrollé a partir de la formula un nomograma,
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gue permite establecer con facilidad esa probabilidad sobre una grafica, sin tener que recurrir

a los calculos de la formula del modelo.

La capacidad de discriminacion de este modelo fue evaluada mediante el estudio del area
bajo curva COR, que indica hasta qué punto el modelo es capaz de distinguir entre los
pacientes con y sin Leishmania. La calibraciéon del modelo se evalué mediante la prueba de
Hosmer-Lemeshow, que establece grupos de riesgo y contrasta los diagndsticos de

Leishmania pronosticados por el modelo con lo observado en cada grupo de riesgo.

También se establecié un “score” o puntuacion predictiva para la leishmaniasis visceral, tras
categorizar las variables incluidas en el modelo. El poder discriminativo de esta puntuacion
fue también evaluado por el area bajo la curva COR y su calibracién por la prueba de Hosmer-

Lemeshow.

5.8.4. Validacion del modelo predictivo

Se realizé una validacién interna del modelo mediante técnicas de “bootstrap”. Estas técnicas
consisten en obtener nuevas muestras simuladas a partir de la muestra original, sacando
parte de los casos de manera aleatoria y utilizando un muestreo con reposicién, de manera
que los casos de cada nueva muestra pueden repetirse algunos y otros no aparecer nunca,
pero nunca coincidiran totalmente. En esa nueva muestra se calcula el estadistico deseado
como estimador de la poblacion (en nuestro caso el drea bajo la curva COR); este proceso se
replica un gran numero de veces. Se trata de valorar el buen desempeiio del modelo en el
conjunto de los replicados obtenidos por “bootstrap”, calculando el optimismo como la

diferencia entre el rendimiento del modelo en cada muestra “bootstrap” y la muestra original
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y la media de todos ellos.[102] También en este caso se evalud la calibraciéon del modelo

mediante la pendiente de calibracién y la prueba de Hosmer-Lemeshow.

Finalmente, con los datos de los pacientes que formaban la muestra de validacion, se realizo
una validacion externa, evaluando el drea bajo curva COR tanto con el modelo como con el

“score”.

El estudio del modelo se realizdé con el programa de analisis estadistico R® v 3.5.0. Para el
desarrollo y la validacién interna del modelo se contd con la colaboracion de la Unidad de

Bioestadistica del Hospital Ramdn y Cajal, y para la validacién externa con la Unidad de Apoyo

Metodoldgico del Hospital de Fuenlabrada.
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6. RESULTADOS

6.1. Resultados descriptivos generales

De los 190 pacientes que inicialmente se recogieron para el estudio, 18 fueron excluidos en
base a los criterios de exclusién: 6 casos con sospecha de recaida o en recaida de
leishmaniasis visceral, 2 casos en los que no se habia realizado ninguna de las técnicas de
diagndstico (PCR, ELISA o cultivo) cuando la observacion del parasito en la médula era
negativa, y los 10 restantes porque el aspirado de médula ésea no fue valorable (la mayoria

porque la muestra de médula dsea fue insuficiente para una valoracion correcta).

Por tanto, 172 pacientes fueron considerados evaluables para el estudio. En el primer periodo
(2009-2014), coincidiendo con la fase de mayor intensidad del brote de leishmaniasis, se
recogieron los datos de 149 pacientes: 79 pacientes con leishmaniasis visceral, 20 pacientes

del grupo no leishmaniasis visceral y 50 pacientes del grupo de sindrome mielodisplasico.

En el segundo periodo (2015-2017) se continud la recogida datos de pacientes con sospecha
de leishmaniasis visceral, totalizando 23 pacientes mds: 16 pacientes para el grupo de

leishmaniasis visceral y 7 pacientes para el grupo no leishmaniasis visceral.

93



6.1.1. Resultados demograficos y clinicos

Los resultados demograficos y clinicos se han descrito para el grupo de pacientes del periodo

2009-2014.

6.1.1.1. Grupo Leishmaniasis Visceral

La edad media en este grupo fue de 47 anos (rango 15-95) y el 77% eran varones. 53% de los
pacientes eran espafioles y el resto extranjeros, incluyendo un 34% de africanos de la zona
subsahariana (grupo que sdlo comprende el 5% de todos los pacientes atendidos en el
Hospital Universitario de Fuenlabrada). Con respecto a los factores de inmunosupresion, se
encuentra un 10% de los pacientes con infeccién por VIH y un 13% con otros factores de
inmunosupresion, principalmente terapias inmunosupresoras. La frecuencia de la fiebre fue

del 94% vy la de la esplenomegalia 92%.

6.1.1.2. Grupo No Leishmaniasis Visceral

Este grupo presenté una distribucién similar de la edad (edad media 52 afios, rango 15-86),
un 70% eran hombres y un 80% espafioles. La frecuencia de la fiebre fue del 80% y la de la
esplenomegalia 30%. No habia pacientes con infeccién VIH y un 15% estaban en tratamiento
inmunosupresor, con otro 20% presentando otros factores (neoplasia, neutropenia o
enfermedad autoinmune). El diagnéstico final de estos pacientes se pudo establecer en el
70% de los casos (entre el total de 27 casos recogidos entre 2009 y 2017): los mas frecuentes
fueron infecciones virales (incluyendo CMV, VHB y VHC crénicos), infecciones bacterianas
(Mycobacterium tuberculosis, complejo Listeria y Salmonella), enfermedades autoinmunes
(incluyendo lupus sistémico), neoplasias (linfomas y sindrome mielodisplasico) y otros (fiebre

mediterranea familiar y enfermedad de Still) (tabla 6).
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Tabla 6. Diagndstico final de los pacientes del grupo NLV (periodo 2009-2017)

Grupo diagnéstico Numeroy Diagnéstico final Numero
frecuencia

Sin diagnéstico 8 (30%)
Infeccidn virica 6 (22%) cmv 2
VHB 1
VHC 1
Otros 2
Infeccién bacteriana 3(11%) M.tuberculosis 1
Listeria 1
Salmonella 1
Enfermedad autoinmune 3(11%) LES 1
Otros 2
Neoplasia 4 (15%) Linfomas 3
Sindrome mielodisplasico 1
Otros 3(11%) Fiebre mediterrdnea familiar 1
Enfermedad de Still 2

6.1.1.3. Grupo Sindrome Mielodisplasico

Los pacientes del grupo de sindrome mielodisplasico tenian una edad media mas alta (72

afios, rango 55-90), el 62% eran hombres y todos de nacionalidad espafiola.

En la comparaciéon entre los grupos de LV y NLV, es destacable la mayor proporcion de
hombres sobre las mujeres, junto con la mayor proporcion de pacientes de origen africano
subsahariano entre los afectados por leishmaniasis visceral. También destaca el predominio
de pacientes sin factores de inmunodepresién entre los que estaban afectados por

leishmaniasis visceral (figuras 24, 25y 26).
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Sexo. LV Sexo. NLV

9

® hombres = mujeres = = ® hombres = mujeres = =

Figura 24. Proporciones de sexos en los grupos LV y NLV.

Nacionalidad. LV Nacionalidad. NLV

>

m Espafiol = Subsahariano = Otros = m Espafiol = Subsahariano = Otros =

Figura 25. Proporciones de nacionalidades en los grupos LV y NLV.
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Inmunosupresion LV Inmunosupresion

g

NLV

= No inmunosupresién

= No inmunosupresién

= infeccién VIH = infeccién VIH
= Otra inmunosupresion = Otra
" inmunosupresién

Figura 26. Proporciones de factores de inmunosupresion en los grupos LV y NLV.
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6.1.2. Resultados diagndsticos microbioldgicos

Los resultados de sensibilidad, especificidad y tiempo de respuesta de las técnicas de
diagndstico microbiolégico empleadas en los pacientes estudiados se recogen en la tabla 7,
utilizando como estandar de referencia el diagndstico final segun los criterios OMS
previamente resefiados. La sensibilidad diagndstica del aspirado de médula désea para la
leishmaniasis alcanzé un 48% en nuestra serie, siendo también baja para la prueba rapida
rk39 utilizada en nuestro medio, aunque ambas pruebas mostraron muy alta especificidad y
el resultado estaba disponible en el dia. Las pruebas de ELISA y PCR en médula dsea tuvieron
alta sensibilidad y especificidad, pero los resultados se retrasaban alrededor de 1 semana. La
PCR no alcanzé una sensibilidad del 100%, detectandose 2 casos con PCR negativa en los que
se observo el pardsito en la médula ésea, y en 3 casos con ELISA positivo, ninguno de los

cuales presentaba factores de inmunodepresion.

Tabla 7. Sensibilidad, especificidad y tiempo de respuesta de las pruebas diagndsticas de
leishmaniasis visceral en el Hospital Universitario de Fuenlabrada (periodo 2013-2014)

Prueba Sensibilidad Especificidad Tiempo de respuesta en dias
diagnéstica Mediana (P25-P75)
rk39 51% 97% 1
ELISA 94% 86% 6 (3-8)
PCR (MO) 94% 100% 9 (6-11)
Observacion 48% 100% 1

directa (MO) *

*Periodo 2009-2014

98



6.1.3. Resultados analiticos

Se han descrito y comparado entre los grupos de pacientes NLV, LV y SMD los resultados
analiticos (bioquimica sérica, hemograma y aspirado de médula dsea) recogidos durante el

periodo 2009-2014.

6.1.3.1. Resultados bioquimicos

Al valorar las frecuencias con las que se superaban los rangos de normalidad en los
pardmetros bioquimicos, se observaron algunas diferencias entre los grupos de no

leishmaniasis visceral, leishmaniasis visceral y sindrome mielodisplasico (tabla 8).

Tabla 8. Frecuencias de los parametros bioquimicos que superan el limite superior de
normalidad, en los grupos NLV, LV y SMD (periodo 2009-2014)

Parametros de NLV (%) LV (%) SMD (%)
bioquimica sérica (n=20) * (n=79) * (n=50) *
IGG > 16 g/L 23.52 (n=17) 47.36 (n=57) 14.81 (n=27)
IgA >4 g/L 23.52 (n=17) 8.77 (n=57) 7.40 (n=27)
IgM > 2.3 g/L 11.76 (n=17) 12.28 (n=57) 11.11 (n=27)
CR > 103 pmol/L 20 8.86 16
FA > 120 u/L 30 (n=20) 24.35 (n=78) 8 (n=50)
BT> 20.5 umol/L 15 13.92 30
GGT > 85 u/L 40 44.30 2
ALT > 44 u/L 40 46.83 6
AST > 40 u/L 42.1 (n=19) 60.25 (n=78) 10 (n=50)
LDH > 250 u/L 25 (n=20) 75 (n=80) 18.75 (n=48)
TG >1.7 nmol/L 30 (n=20) 59.74 (n=77) 18.75 (n=48)
FER > 250 pg/L 53.33 (n=15) 92 (n=75) 52.08 (n=48)
CRP > 5 mg/L 84.21 (n=19) 96.15 (n=78) 61.53 (n=39)

* nindicado entre () si n es diferente del numero total de pacientes.



Cuando se compararon los grupos LV y NLV respecto a los pardmetros bioquimicos, IgA (no
indicada en la tabla), ALT, fosfatasa alcalina, GGT, creatinina y bilirrubina total no mostraron
diferencias significativas. Los pardmetros bioquimicos séricos que aumentaron
significativamente en los pacientes LV fueron triglicéridos, CRP, IgG, IgM, AST, LDH y ferritina

(tabla 9).

Tabla 9. Parametros bioquimicos (comparacion LV y NLV, periodo 2009-2014).

Distribuciones normales

Parametros de LV (n=79) * NLV (n=20) * p-valor
bioquimica sérica Mediatdesviacion Mediatdesviacion
estandar estandar
CRP (mg/L) 102.1% 68.9 (n=76) 65.2465.7 (n=19) 0.03

Distribuciones no normales

Parametros de LV (n=79) * NLV (n=20) * p-valor
bioquimica sérica Mediana (P25-P75) Mediana (P25-P75)

TG (nmol/L) 2.09 (1.57-2.52) (n=75) 1.12 (0.57-1.86) (n=20) <0.01
IgG (g/ L) 15.90 (13.46-23.00) (n=57) 10.70 (7.65-16.24) (n=17)  <0.01
IgM (g/L) 1.43 (0.91-1.96) (n=57) 0.87 (0.69-1.17) (n=17) 0.02
AST (u/L) 65.5 (35-106.5) (n=76) 25 (17.5-79.75) (n=19) <0.01
ALT (u/L) 44 (24.2-104) 30.5 (17.0-77.5) 0.13
LDH (u/L) 433 (255-709) (n=78) 199 (150-256) <0.01
FER (ug/L) 2231 (1024-5327) (n=73) 222 (115-630) (n=15) <0.01
FA (u/L) 86.5 (67-125) (n=78) 81.5 (67-128) 0.84
GGT (u/L) 66 (38-175) 55.5 (28.5-190) 0.63

CR (umol/L) 74.2 (61,8-86.3) 69.4 (62.3-81.3) 0.64

BT (umol/L) 11.1 (8.1-16.1) 11.3 (6.9-13.1) 0.64

* nindicado entre () si n es diferente del nimero total de pacientes.
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Cuando se compararon los parametros bioquimicos entre el grupo LV y el grupo SMD, se

detectaron, al igual que en la comparacidon previa, diferencias significativas en CRP,

triglicéridos, IgG, AST, LDH y ferritina, todos estos parametros mas elevados en los casos de

LV. También se encontraron diferencias significativas en ALT, fosfatasa alcalina y GGT, mas

elevados en el grupo de LV (tabla 10).

Tabla 10 Parametros bioquimicos (comparacion LV y SMD, periodo 2009-2014).

Distribuciones no normales

Parametros de

LV (n=79) * SMD (n=50) * p-valor
bioquimica sérica Mediana (P25-P75) Mediana (P25-P75)
CRP (mg/L) 97.5 (40.5-135.3) (n=76) 7,0 (2.4-23.6) (n = 39) <0.01
TG (nmol/L) 2.09 (1.57-2.52) (n=75) 1.03 (0.84-1.52) (n=48) <0.01
1gG (g/L) 15.90 (13.46-23.00) (n=57) 10,70 (8.44-13.88) (n = 27) <0.01
IgM (g/L) 1.43 (0.91-1.96) (n=57) 1,13 (0.80-1.47) (n = 27) 0.13
ALT (u/L) 44 (24.2-104) 16,5 (11-28) <0.01
AST (u/L) 65.5 (35-106.5) (n=76) 19 (16-26) <0.01
LDH (u/L) 433 (255-709) (n=78) 190 (166-253) (n = 48) <0.01
FER (pg/L) 2231 (1024-5327) (n=73) 297 (121-803) (n = 48) <0.01
FA (u/L) 86.5 (67-125) (n=78) 73 (56-91) <0.01
GGT (u/L) 66 (38-175) 22,5 (17-41) <0.01
CR (umol/L) 74.2 (61,8-86.3) 74.6 (64.5-92.8) 0.3
BT (umol/L) 11.1 (8.1-16.1) 13.7 (9.5-21.7) 0.06

* nindicado entre () si n es diferente del nimero total de pacientes.

Los principales hallazgos bioquimicos se resumen en las figuras 27, 28, 29 y 30.
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Figura 27 Diagrama de cajas comparando IgG vy triglicéridos entre los grupos NLV,
LV y SMD (X marca la media y — la mediana).
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Figura 28. Diagrama de cajas comparando CRP y AST entre los grupos NLV, LV y
SMD (X marca la media y — la mediana).
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Figura 29. Diagrama de cajas comparando LDH entre los grupos NLV, LV y SMD (X
marca la media y — la mediana).
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Figura 30. Diagrama de cajas comparando LDH entre los grupos NLV, LV y SMD (X
marca la media y — la mediana).

103



6.1.3.2. Resultados del hemograma, morfologia sanguinea y VSG

En la valoracion de las frecuencias con las que se presentan resultados anormales en los
parametros del hemograma, se observaron algunas diferencias entre los grupos de no

leishmaniasis visceral, leishmaniasis visceral y sindrome mielodisplasico (tabla 11).

Tabla 11. Frecuencias de los parametros anormales” en los grupos no leishmaniasis visceral,
leishmaniasis visceral y sindrome mielodisplasico (periodo 2009-2014).

Recuentos sanguineos (hemograma) NLV (%) n=20 * LV (%) n=79 *  SMD (%) n=50 *
Hemoglobina< 120 g/L 55 93.30 80
VCM> 98 fL 0 0 20
ADE > 15% 30 37.97 74
Reticulocitos > 100 x 10°/L 0 (n=13) 21.81 (n=55) 12.5 (n=48)

Plaquetas < 150 x 10°/L 40 92.40 58
Leucocitos < 4 x 10°/L 20 96.20 42
Pancitopenia 0 84.81 22
Neutréfilos< 1.5 x 10°/L 20 62.02 36
Linfocitos < 1.0 x 10°/L 15 49.36 16
Monocitos > 0.8 x 10°/L 10 1.26 36
Eosinéfilos > 0.5 x 10°/L 0 0 0

VSG> 30 mm 12 hora 64.28 81.25 70.58

(n=14) (n=46) (n=17)

* n indicado entre () si n es diferente del nimero total de pacientes.

#Se indica la frecuencia de los casos que estan por debajo del limite inferior de normalidad en la
mayoria de los parametros, excepto en VCM, reticulocitos, monocitos y VSG, en los que se indica la
frecuencia de los casos que superan el limite superior de normalidad. Se indica también la
frecuencia de pancitopenia (coincidencia de hemoglobina, leucocitos y plaguetas simultdneamente
por debajo del limite normal).
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En cuanto a los parametros cualitativos de la morfologia de sangre periférica, aunque algunos
se presentaron con relativa frecuencia (refuerzo de granulacion de neutrdéfilos en un 45% y
linfocitos activados en un 30%), no se apreciaron diferencias significativas entre los grupos de
LV y NLV cuando se compararon. Otras anomalias presentaron una frecuencia muy baja y no
alcanzaron diferencias significativas en ningun caso. Las alteraciones morfoldgicas cualitativas
finalmente evaluadas fueron: en serie blanca, ademas de las indicadas, presencia de linfocitos
grandes granulares; en serie roja, presencia de eliptocitos, dianocitos, dacriocitos, acantocitos

y esferocitos; y en serie plaquetaria, presencia de plaquetas grandes o dismorficas.

Se compararon los grupos de leishmaniasis visceral y no leishmaniasis visceral respecto a los
recuentos sanguineos. Los pardmetros de hemograma que se encontraban significativamente
mas bajos en los pacientes con leishmaniasis visceral fueron la hemoglobina, las plaquetas,
los leucocitos y los neutréfilos, linfocitos y eosindfilos, tanto en valores porcentuales como
absolutos; en el caso de los monocitos sélo habia diferencias en los valores absolutos. Los
reticulocitos y el ancho de distribucidn eritrocitaria no mostraron diferencias significativas.

Tampoco se encontré diferencia significativa en la VSG (tabla 12)

105



Tabla 12. Parametros cuantitativos del hemograma (comparacion LV y NLV, periodo 2009-
2014).

Distribuciones normales

Recuentos sanguineos LV (n=79) * NLV (n=20) * p-valor
(hemograma) Mediatdesviacion Mediatdesviacion
estandar estandar

Hemoglobina (g/L) 102.2+15.5 118.4+21.3 <0.01
VCM (fL) 83.2¢7.5 86.2+7.1 0.03
Leucocitos x 10%/L 2.6+0.9 6.9+4.6 <0.01
Monocitos % 9.6+4.3 10.1£5.2 0.74
Plaquetas x 10°/L 98.8+41.7 218.1+£136.0 <0.01
VSG (mm 12 hora) 73.0+35.9 66.5148.3 0.59

(n=46) (n=14)
Distribuciones no normales
Recuentos sanguineos LV (n=79) * NLV (n=20) * p-valor
(hemograma) Mediana (P25-P75) Mediana (P25-P75)

ADE (%) 14.8(13.8-15.8) 14.5 (13.6-15.4) 0.27
Reticulocitos x 10%/L 49.6 (31.0-90.0) 45.5 (33.2-57.5) 0.21
Eosindfilos % 0.3 (0.0-0.9) 1.9 (1.5-4.1) <0.01
Linfocitos % 38.2(32.0-46.6) 26.8 (15.0-38.3) <0.01
Neutroéfilos % 51.1 (42.1-59.0) 59.5 (45.4-75.0) 0.04
Linfocitos x 10°/L 0.9 (0.7-1.2) 1.5 (1.0-1.8) <0.01
Monocitos x 10°/L 0.2 (0.1-0.3) 0.5 (0.4-0.7) <0.01
Neutrdfilos x 10°/L 1.3 (0.8-1.6) 2.9 (1.7-5.6) <0.01
Eosindfilos x 10°/L 0.01 (0-0.02) 0.16 (0.09-0.24) <0.01

* nindicado entre () si n es diferente del nUmero total de pacientes.

Se compararon también los recuentos sanguineos entre el grupo de leishmaniasis visceral y
el grupo de sindromes mielodispldsicos. Se detectaron diferencias significativas en las
plaquetas, leucocitos y valores absolutos de neutrofilos, linfocitos, monocitos y eosindfilos,

todos ellos con valores inferiores en el grupo LV. En los parametros eritrocitarios no se
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encontrd diferencia en la tasa de hemoglobina ni en los reticulocitos, pero si que existian

diferencias significativas en el VCM y el ADE, menores en el grupo LV (tabla 13).

Tabla 13. Parametros cuantitativos del hemograma (comparacion LV y SMD, periodo 2009-
2014).

Distribuciones normales

Recuentos sanguineos LV (n=79) * SMD (n=50) * p-valor
(hemograma) Mediatdesviacion Mediatdesviacion
estandar estandar
Hemoglobina (g/L) 102.2+15.5 105.6+20.7 0.32
VCM (fL) 83.217.5 94.2+10.2 <0.01
Reticulocitos x 10°/L 66.0+44.2 68.7+33.5 0.72
Leucocitos x 10%/L 2.620.9 5.4+4.0 <0.01
Neutrdfilos % 49.4+12.6 49.4+15.9 0.94
Linfocitos % 39.5+11.4 34.51£16.0 0.06
Monocitos % 9.614.3 13.348.2 <0.01
Linfocitos x 10°/L 1.0+0.5 1.5+0.8 <0.01
Monocitos x 10°/L 0.25+0.15 0.66+0.45 <0.01
Plaquetas x 10°/L 98.8+41.7 173.6+158.4 <0.01
VSG (mm 12 hora) 73.0+35.9 53.7+32.2 0.04
(n=46) (n=17)
Distribuciones no normales
Recuentos sanguineos LV (n=79) * SMD (n=50) * p-valor
(hemograma) Mediana (P25-P75) Mediana (P25-P75)
ADE (%) 14.8(13.8-15.8) 17.3 (14.7-20.1) <0.01
Eosindfilos % 0.3 (0.0-0.9) 1.3 (0-3.2) 0.20
Neutroéfilos x 10%/L 1.3 (0.8-1.6) 2.1(1.2-3.8) <0.01
Eosindfilos x 10%/L 0.01 (0-0.02) 0.1 (0-0.1) <0.01

* nindicado entre () si n es diferente del nimero total de pacientes.

Se resumen los principales hallazgos del hemograma y la VSG en las figuras 31, 32, 33 y 34.
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Figura 31. Diagramas de cajas comparando hemoglobina y VCM entre los grupos
NLV, LV y SMD (X marca la media y — la mediana).
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Figura 32. Diagramas de cajas comparando ADE y leucocitos entre los grupos NLV,
LV y SMD (X marca la media y — la mediana).
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Figura 33. Diagrama de cajas comparando plaquetas entre los grupos NLV, LV y
SMD (X marca la media y — la mediana).
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Figura 34. Diagrama de cajas comparando VSG entre los grupos NLV, LV y SMD (X
marca la media y — la mediana).
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6.1.3.3. Resultados en médula 6sea

Al valorar las frecuencias con las que se presentan resultados anormales en los parametros

de médula dsea, se observaron algunas diferencias entre los grupos de no leishmaniasis

visceral, leishmaniasis visceral y sindrome mielodisplasico (tabla 14).

Tabla 14. Frecuencias de los parametros anormales” en los grupos NLV, LV y SMD (periodo

2009-2014).
Médula ésea NLV (%) n=20 * LV (%) n=79 * SMD (%) n=50 *

Celularidad > 3/5 70 88 (n=76) 86

Serie mieloide < 52% 35 82.27 62

Serie eritroide > 35% 25 56.96 54

Ratio mielo-eritroide < 1.5 30 70.88 56

Células plasmaticas 2 2% 40 92.4 32

Macréfagos 2 1% 25 69.62 22

Eosinofilos 2 5% 20 24.05 8

Monocitos 2 1% 10 22.78 52

Blastos 2 2% 15 18.98 62

Linfocitos 2 15% 5 11.39 10

Megacariocitos cuantitativos > 3/5 35 69.62 52

Parametros cualitativos
Hemofagocitosis 45 51.89 12
(6.32 intensa)
Hemofagocitosis de eritrocitos 40 44.30 12
Hemofagocitosis de leucocitos y 5 21.51 4
plaguetas
Diseritropoyesis 30 34.17 86 **
(5 **) (8.86 **)

Dismegacariopoyesis 0 13.92 92

Disgranulopoyesis 0 3.79 66

Megaloblastosis 0 8.86 NR

*n indicado entre () si n es diferente del nimero total de pacientes.
** diseritropoyesis en > 10% de los eritroblastos. NR: dato no recogido.

#Se indica la frecuencia de los casos que sobrepasan el limite superior de normalidad en la
mayoria de los pardmetros, excepto en los pardmetros serie mieloide y relacién mielo-
eritroide en los que se indica la frecuencia de los casos que estan por debajo del limite inferior
de normalidad. En los pardmetros cualitativos, se indica la frecuencia de los casos en los que
aparecen, teniendo en cuenta que su presencia es siempre anormal, aunque en el caso de la
diseritropoyesis se indica también cuando supera el 10%, que es el limite que se considera
significativo en los criterios de sindrome mielodisplasico.[94]
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Cuando se realizé la comparacién entre el grupo de leishmaniasis visceral y el grupo de no
leishmaniasis visceral (tabla 15), se encontré que los pacientes del grupo de leishmaniasis
visceral presentaban una celularidad mas aumentada y una proporcién significativamente
mayor de serie eritroide, células plasmadticas, eosindfilos, macréfagos y megacariocitos
cuantitativos en relacion con el grupo de leishmaniasis no visceral (figuras 36 y 37). En el
grupo de la leishmaniasis visceral también se encontraron valores mas bajos de la serie
mieloide y de la relacién mielo-eritroide. Otros pardmetros evaluados como las proporciones

de linfocitos y blastos no mostraron diferencias significativas entre los dos grupos.

Tabla 15. Parametros cuantitativos en médula 6sea (comparacion LV y NLV, periodo 2009-
2014).

Distribuciones normales

Parametros medulares LV (n=79) * NLV (n=20) * p-valor
Mediatdesviacién Mediatdesviacién
estandar estandar
Serie mieloide % 42.08+10.49 56.03+10.15 <0.01
Serie eritroide % 37.50£10.95 29.35+11.98 <0.01
Blastos % 1.25+0.84 0.90+0.83 0.10
Distribuciones no normales
Parametros medulares LV (n=79) * NLV (n=20) * p-valor
Mediana (P25-P75) Mediana (P25-P75)
Ratio mielo-eritroide 1.23 (0.81-1.61) 2.12 (1.25-3.20) <0.01
Células plasmaticas % 6.18+3.92 2.37+1.82 <0.01
Macréfagos % 1.1 (0.5-2.5) 0.5 (0.5-0.75) <0.01
Megacariocitos 4.0 (3.0-4.0) 3.0 (3.0-4.0) 0.02
cuantitativos (n=78) (n=17)
(rango 0-5)
Celularidad (rango 0-5) 4.0 (3.5-4.0) 3.5(3.0-4.0) 0.03
(n=76)
Eosindfilos % 3 (1.5-4.5) 4.9 (3.0-7.0) <0.01
Linfocitos % 8.5 (6.0-11.5) 6.75 (4.25-9.25) 0.07

* n indicado entre () si n es diferente del nimero total de pacientes.
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También se detectaron cambios cualitativos mas frecuentes en el grupo de la leishmaniasis
visceral, aunque las diferencias no fueron significativas. Los parametros diferenciales
detectados fueron la desviacién a la izquierda de la serie mieloide, la presencia de macrofagos
espumosos y los fendmenos de hemofagocitosis (figuras 35, 36 y 37), que presentaron 41
pacientes (mas del 50%) en el grupo de LV. Cinco pacientes presentaron una intensa
hemofagocitosis, todos ellos en el grupo de leishmaniasis visceral. La fagocitosis de las células
eritroides fue similar en los grupos leishmaniasis visceral y no leishmaniasis visceral, mientras
gue la fagocitosis de plaquetas y leucocitos fue mas frecuente (20,98% frente al 5%, p = 0,04)
en el grupo de leishmaniasis visceral. Si se aplican a esos pacientes los criterios HLH
(linfohistiocitosis hemofagocitica), se observa que el 11.4 % (9/79) de los pacientes del grupo
LV los cumplen, frente al ninguno de los pacientes del grupo NLV; todos estos pacientes HLH

cumplian el criterio de presencia de hemofagocitosis en médula ésea.

Figura 35. Macrdéfago (1) que ha fagocitado amastigotes de Leishmania (2) y un
eritroblasto (3) (médula ésea, tincion Wright, X1.000, foto del autor).

112



*5’(«\000 '1

Figura 36. Amastigotes de Leishmania (1), plasmacitosis (2) y hemofagocitosis (3)
observados en aspirados de médula dsea (tincion de Wright x 1000, foto del autor).
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Figura 37. Aspirados de médula dsea de leishmaniasis visceral documentada en
los que los amastigotes no se observaron. Hemofagocitosis (1), plasmacitosis (2) e
hiperplasia eritroide estan también presentes (tincion de Wright x 1000, foto del
autor).
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Se compararon también los pardmetros cuantitativos en la médula ésea entre el grupo de

leishmaniasis visceral y el grupo de sindrome mielodispldsico. Se encontraron diferencias

significativas en los porcentajes de células plasmaticas, blastos y macréfagos. No se

encontraron diferencias en los porcentajes de las series mieloide y eritroide (tabla 16)

Tabla 16. Parametros cuantitativos en médula 6sea (comparacion LV y SMD, periodo 2009-

2014)

Distribuciones normales

Parametros medulares

LV (n=79) *

SMD (n=50) * p-valor
Mediatdesviacién Mediatdesviacién
estandar estandar
Serie mieloide % 42.08+10.49 46.11+16.19 0.76
Serie eritroide % 37.50+£10.95 37.85%+17.38 0.56
Células plasmaticas % 6.19+3.92 1.3811.16 <0.01
Distribuciones no normales
Parametros medulares LV (n=79) * SMD (n=50) * p-valor
Mediana (P25-P75) Mediana (P25-P75)
Ratio mielo-eritroide 1.23 (0.81-1.55) 1.31 (0.74-2.24) 0.41
Macréfagos % 1.0 (0.5-2.5) 0.25(0-0.5) <0.01
Megacariocitos 4.0 (3.0-4.0) 4.0 (3.0-4.0) 0.03
cuantitativo (rango 0-5) (n=78)
Celularidad (rango 0-5) 4.0 (3.5-4.0) 4.0 (3.5-4.5) 0.03
(n=76)
Eosindfilos % 3.0 (1.5-4.5) 1.5 (1.0-3.0) 0.2
Linfocitos % 8.5 (6.0-11.5) 8 (5-11.5) 0.06
Blastos% 1.0 (0.5-2.0) 2.5(1.0-4.8) <0.01

* nindicado entre () si n es diferente del nimero total de pacientes.

Entre los pardmetros cualitativos, todos los relacionados con displasia (diseritropoyesis,

disgranulolopoyesis y dismegacariopoyesis) resultaron significativamente mas frecuentes en

los pacientes con sindromes mielodisplasicos.

Se resumen los principales hallazgos medulares en las figuras 38, 39 y 40.
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Figura 38. Diagramas de cajas comparando % de series mieloide y eritroide entre los grupos
NLV, LV y SMD (X marca la media y — la mediana).
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Figura 39. Diagramas de cajas comparando % de plasmaticas y macréfagos entre los grupos
NLV, LV y SMD (X marca la media y — la mediana).
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Figura 40. Diagramas de cajas comparando la cuantificacion de megacariocitos entre los
grupos NLV, LV y SMD (X marca la media y — la mediana).

6.1.3.4. Hierro en médula 6sea

De los 122 pacientes estudiados de los grupos de leishmaniasis visceral y no leishmaniasis
visceral en los periodos 2009-2014 y 2015-2017, se realiz6 tincion de Perls en el aspirado de

médula dsea en 38 de ellos.

La estimacién de los depdsitos de hierro (rango 0-4) fue algo mas elevada en los pacientes
NLV frente a los pacientes con LV, en rangos discretamente por debajo del nivel considerado

normal (2), pero sin encontrar que las diferencias fueran significativas, como vemos en la

tabla 8.

Los patrones medulares del hierro mds habituales en los 2 grupos son los de ferropenia y

bloqueo macrofagico del hierro, caracteristico este ultimo de los procesos inflamatorios
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crénicos. Sélo un paciente presentd patron de sobrecarga férrica, uno de los casos de NLV. Al

comparar los grupos de LV y NLV no se encontraron diferencias significativas en cuanto a la

distribucidn de esos patrones (tabla 17).

Tabla 17. Tincion de Perls en médula 6sea, comparacion entre LV y NLV, periodo 2009-
2017.

LV (n=26) NLV (n=12) p-valor
Mediatdesviacién Mediatdesviacién
(T-student)
estandar estandar
Hierro macrofagico 1.32+1.26 1.95+£1.30 0.17
(rango 0-4)
Patrdn de hierro LV (n=26) NLV (n=11) p-valor
Frecuencia Frecuencia
(cualitativo) n (%) n (%) (x2)
Ferropenia 15 (57.69%) 5 (45.45%)
Bloqueo 11 (42.30%) 6 (54.54%) 0.74

macrofagico
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En la siguiente imagen (figura 41), se esquematizan las alteraciones caracteristicas en la

médula ésea de los pacientes con leishmaniasis.

Figura 41. Imagen de una secciéon de médula dsea en la que se esquematizan los
hallazgos citoldgicos caracteristicos en los casos con leishmaniasis visceral:
disminucidn de células mieloides o granulociticas (1), aumento de serie eritroide
(2), aumento de células plasmaticas (3) y aumento de megacariocitos (4). Otros
datos habituales son aumento de macréfagos (5) y aumento global de celularidad
con disminucidn de células grasas (6). Se observan también un vaso sanguineo (7)
y el tejido dseo (8). (imagen del autor)
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6.2. Otros resultados descriptivos

Se han descrito y comparado los resultados obtenidos entre subgrupos de pacientes con

leishmaniasis visceral establecidos en funcidn de las siguientes caracteristicas: observacién o

no de la Leishmania en la médula dsea, presencia o no de factores de inmunodepresién,

origen geografico y presencia o no de hemofagocitosis. Estos datos se evaluaron en el grupo

completo de pacientes diagnosticados de leishmaniasis visceral en el periodo 2009-2014.

6.2.1. Caracteristicas diferenciales entre los pacientes en los que se observo Leishmania

en la médula ésea y los que no se observé.

En algunos de los parametros evaluados se encontraron diferencias significativas entre

aquellos pacientes en los que se observd la Leishmania en la médula dsea y aquellos en los

gue no se observd, aunque finalmente fueron diagnosticados por otros métodos (tabla 18).

Tabla 18. Parametros que presentan diferencias significativas entre los pacientes en los
gue se observo Leishmania en la médula ésea y los que no se observé (periodo 2009-2014).

Distribuciones normales

Leishmania observada

Parametro Leishmania no observada p
(n=41) (n=38)
Media + desviaciéon estdndar  Media * desviacidn estandar
Celularidad MO 3.6+05 39+04 0.01
cuantitativa (0-5)
Leucocitos x 10°/L 2.81+£0.99 2.39+0.84 0.04
VSG (mm 12 hora) 61.0+37.4 84.9 +30.8 0.02
CRP (mg /L) 80.7 £55.7 124.8 +78.4 <0.01
Distribuciones no normales
Parametro Leishmania no observada Leishmania observada p
(n=41) (n=38)
Mediana (P25-P75) Mediana (P25-P75)
% Plasmaticas MO 4.5 (3-6.5) 6.7 (4.5-9.0) <0.01
% Linfocitos MO 6.5 (5.0-10.5) 10 (7.0-12.0) 0.02
1gG (g/L) 13.48 (10.34-18.00) 18.06 (14.70-33.31) <0.01
IgM (g/L) 1.10 (0.64-1.59) 1.51 (1.31-2.17) <0.01
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6.2.2. Caracteristicas de los pacientes inmunodeprimidos con leishmaniasis

Diversos parametros del estudio resultaron significativamente diferentes entre los pacientes
con factores de inmunodepresién, distinguiendo VIH (10 pacientes) y tratamientos
inmunosupresores (8 pacientes) (tabla 19). En la serie completa del brote de Fuenlabrada,
qgue abarca hasta el afio 2018, con 111 pacientes con LV, se describieron 11 pacientes VIH y

16 con tratamientos inmunosupresores.[103]

Tabla 19. Comparacion entre pacientes inmunocompetentes e inmunodeprimidos con
leishmaniasis visceral (periodo 2009-2014).

Distribuciones normales

Parametro Inmunocompetentes VIH (n=10) p Tratamiento p
(n=57) Media + inmunosupresor (n = 8)
Media £ desviacion desviacién Media £ desviacion
estandar estandar estandar
Serie 39,2+10.1 30.7£10.0 0.02 38.2+14.3 NS
eritroide %
(MO)
% Linfocitos 8.76 £4.51 15.25+9.31 <0.01 6.31+2.52 NS
(MO)
IgM 1.53+1.08 2.51+1.28 NS 2.83+3.16 <0.01
LDH 538.6 +274.2 288.3+139.8 <0.01 432.7 £227.4 NS
CRP 108.8 £+ 67.4 50.5+48.1 <0.01 97.1 +85.6 NS
Distribuciones no normales
Parametro Inmunocompetentes VIH o] Tratamiento p
Mediana Mediana inmunosupresor
(P25-P75) (P25-P75) Mediana
(P25-P75)
IgG 15.1 (13.3-20.9) 25.9(17.8-39.4) 0.05 15.3 (13.4-48.6) NS
GGT 73 (40-185) 124 (47-165) NS 32 (23-52) 0.01
ALT 60 (32-122) 23.5(10-33)  <0.01 26.5 (12-42) <0.01
AST 86 (46-124) 35 (31-64) 0.01 35 (22-56) <0.01

NS: no significativo
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Otros parametros, como las plaquetas, se encontraban relativamente mas elevadas en los
pacientes VIH, mientras que la ferritina, los triglicéridos, la VSG y los linfocitos absolutos en

sangre estaban mas bajos, pero sin apreciarse diferencias significativas.

Algunos parametros cualitativos medulares fueron mas frecuentes en los pacientes con VIH
respecto a los inmunocompetentes, como la disgranulopoyesis (40% frente a 0%, p<0.01) y la
dismegacariopoyesis (40% frente a 8,7%, p<0.01). También fue mas frecuente la
diseritropoyesis (70% frente a 38.5%), pero sin alcanzar significacién estadistica. En los
pacientes con tratamientos inmunosupresores, estos parametros fueron similares a los
inmunocompetentes. El porcentaje de casos en los que se observé el parasito en médula fue
similar para los tres grupos: 46% en inmunocompetentes, 50% en pacientes VIH y 50% en
pacientes con tratamientos inmunosupresores. En los pacientes con tratamiento
inmunosupresor fue muy frecuente la presencia de hemofagocitosis (87%, 7 casos), pero sélo

1 de ellos cumplié criterios de linfohistiocitosis hemofagocitica.

6.2.3. Caracteristicas de los pacientes africanos subsaharianos con leishmaniasis

Se detectaron parametros del estudio que resultaron significativamente distintos entre los
pacientes de origen local (grupo espafnoles) y los africanos de origen subsahariano (grupo

africanos), que constituian la gran mayoria de extranjeros afectados (tabla 20).
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Tabla 20. Parametros que presentan diferencias significativas entre pacientes espafioles y
africanos con leishmaniasis visceral (periodo 2009-2014).

Distribuciones normales

Parametro Espanoles (n = 43) Africanos (n=29) p
Media * desviacion estandar  Media * desviacion estandar
Serie mieloide % 449+10.8 37.949.5 <0.01
(MO)

VCM (fL) 87.2+5.8 77.3+5.7 <0.01
Plaquetas X 10°/L 85.2+39.5 119.7 + 38.3 <0.01
Distribuciones no normales
Parametro Espanoles (n = 43) Africanos (n=29) p

Mediana (P25-P75) Mediana (P25-P75)
% Células 4.5 (3-6.5) 7.0 (4.8-8.6) <0.01
plasmaticas (MO)
CRP (mg/ L) 83 (35-113) 127 (81-193) <0.01
BT (umol /L) 12.3 (8.7-18.9) 8.7 (6.8-12.3)
ALT (u/L) 35 (18-73) 77 (29-150) 0.01

Destaca también entre los datos demograficos la menor edad de los africanos (mediana de

34 aios frente a 52 de los espafioles, p < 0.01) con algo menor proporcidon de mujeres (13%

frente a 20% en los espafiioles). La proporcién de pacientes con infeccién VIH fue ligeramente

menor (10% frente a 14% en los espafioles).

6.2.4. Caracteristicas de

leishmaniasis

los pacientes con fendmenos de hemofagocitosis vy

Se presentaron también diferencias entre los pacientes en los que se observaron fendmenos

de hemofagocitosis en médula dsea y aquellos en los que no se observaron (tabla 21).
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Tabla 21. Parametros que presentan diferencias significativas entre pacientes con y sin
hemofagocitosis del grupo con leishmaniasis visceral (periodo 2009-2014).

Distribuciones normales

Parametro No hemofagocitosis Hemofagocitosis p
(n=39) (n=40)
Media £ desviacion Media £ desviacion
estandar estandar
Celularidad cuantitativa 3.64 £0.50 3.92+£0.38 <0.01
en MO (0-5)
Megacariocitos 3.59+0.64 3.97+£0.72 0.01
cuantitativos en MO
(0-5)
Distribuciones no normales
Parametro No hemofagocitosis Hemofagocitosis p
(n=39) (n=40)
Mediana (P25-P75) Mediana (P25-P75)
ALT (u/L) 33 (21-53) 60 (29-134) 0.02
AST (u/ L) 46 (32-83) 86 (46-134) 0.01
% Macroéfagos (MO) 1(0.5-1) 1.5 (1-3) <0.01

Entre los pacientes con hemofagocitosis, los 9 pacientes que cumplian criterios de
linfohistiocitosis hemofagocitica (HLH) presentaron una frecuencia mads alta de
hemofagocitosis intensa (22 % frente a 4 %) y de hemofagocitosis de linfocitos y plaquetas
(33 % frente a 20 %) respecto a los pacientes con LV que no los cumplian, pero sin alcanzar el
nivel de significacion. Estos pacientes con HLH no presentaron diferencias significativas
respecto al resto de pacientes con hemofagocitosis en ninguno de los parametros de médula
o sangre, salvo en el recuento aumentado de plaquetas o los triglicéridos, parametros que

entran en los criterios de la propia HLH.

La frecuencia de fendmenos de hemofagocitosis fue similar entre los pacientes de origen
africano subsahariano y los espafioles (52 % y 49 %, respectivamente), con mayor proporcidon
de pacientes africanos con criterios de HLH (14% frente a 7%), aunque sin llegar a la

significacidn estadistica.
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Respecto a una posible asociacidn con inmunodepresidn, ya se ha sefialado que la frecuencia
de fendmenos de hemofagocitosis fue similar en los inmunodeprimidos. La mayor parte de
los pacientes con criterios de HLH estaban en el grupo de inmunocompetentes (7 pacientes)
y s6lo 1 paciente estaba con tratamiento inmunosupresor. El paciente restante padecia una

neoplasia.

La proporcién de leishmaniasis en las que no se observé el parasito en el estudio medular fue
similar tanto en el grupo total de leishmaniasis (48%) como en el grupo que presentaba

hemofagocitosis (51%) como en el grupo de HLH (44%).
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6.3. Desarrollo de un modelo predictivo diagndstico basado en las alteraciones

detectadas en médula 6sea

Se ha desarrollado un modelo predictivo diagndstico, basado en los datos diferenciales
recogidos en el aspirado de médula dsea, con el objetivo de aproximar el diagndstico de

leishmaniasis visceral en los casos en que las pruebas diagndsticas realizadas inicialmente

(observacion del parasito en el aspirado de médula ésea o RDT) fueran negativas.

La muestra con la que se desarrollé el modelo predictivo la constituyeron 61 pacientes: 41
pacientes del grupo leishmaniasis visceral (en los que no se habia observado la Leishmania al

microscopio) y 20 pacientes del grupo no leishmaniasis visceral, todos recogidos en el periodo

2009-2014 (esquema 2).

ELABORACION DEL MODELOD
DIAGNOSTICO

Pacientes con sospecha clinica
de 1V {2005-2014)
{n=99)

Grupo (V-Em Grupo NLV-Em
(m=a1) (~=20)

VALIDACION DEL MODELD

| Pacientes con sospecha clinica

de LV (2005-2014)
(~f99)

Asplrado de
médula Ssea

Pacientes con saspecha dlinica
de 1V {2015-2017)
fn=23)

{==38)

Grupo 1¥-Vm

Grupo NVL-Vm
(=7

Esquema 2.Grupos de pacientes reclutados por el estudio, sin incluir a los pacientes
diagnosticados de SMD. *Otras técnicas diagnésticas: PCR, ELISA y/o cultivos. Em:
elaboracion del modelo, Vm: validacion del modelo.
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6.3.1. Analisis univariante

Partiendo de los datos observados en médula ésea en pacientes en los que no se observo
Leishmania, se realizé primero un analisis univariante (tablas 22 y 23) que comparaba los
pacientes finalmente diagnosticados de leishmaniasis visceral (grupo LV) con aquellos en los

gue no se pudo establecer dicho diagndstico (grupo NLV).

Tabla 22. Elaboracion del modelo. Analisis univariante de los parametros
cuantitativos de médula dsea.

Parametroen LV (n=41) NLV (n=20) LV (n=41)* NLV p-valor Area
*

médula dsea * Mediana (n=20) * (test bajo
Media Media (P25-P75) Mediana Mann- curva
Desviacion Desviacion (P25-  Whitney) COR
estandar estandar P75)
Celularidad 3.6:10.4 3.51£0.5 4.0 3.5 0.22 0.59
cuantitativa (3.5-4.0) (3.0-4.0)
(0-5/5)
Serie mieloide 43.2+10.3  56.0+10.1 44.0 56.0 0.00 0.79
% (35.5-49.0) (46.7-
61.0)
Serie eritroide 38.8+11.8  29.3+11.9 38.0 26.7 0.01 0.70
% (31.5-44.5) (21.5-
36.5)
Ratio mielo- 1.3+0.7 2.5+2.0 1.2 (0.7-1.5) 2.1(1.4- <0.01 0.74
eritroide 2.9)
Células 4.7+2.8 2.3+1.8 4.5(3.0-6.5) 1.5(1.0- <0.01 0.77
plasmaticas % 3.7)
Macréfagos % 1.6+1.6 0.740.8 1.0 (0.5-2.5) 0.5(0.5- 0.02 0.66
0.7)
Linfocitos % 8.3+4.8 7.1+3.6 6.5 (5.0- 6.7 (4.2- 0.57 0.54
10.5) 9.2)
Eosinéfilos % 4.9+7.9 6.516.0 3.0(2.0-5.0) 4.8(3.0- 0.06 0.34
7.0)
Megacariocitos 3.910.6 3.4+£0.7 4.0 (4.0-4.0) 3.0(3.0- <0.01 0.69
cuantitativos (n=40) (n=17) (n=40) 4.0)
(0-5/5) (n=17)
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Tabla 23. Elaboracion del modelo. Analisis univariante de los parametros
cualitativos de médula dsea.

Parametro en médula 6sea LV (n=41) NLV p-valor  Area bajo curva
Frecuencia (n=20) (test x2) COR
(%) Frecuencia
(%)

Hemofagocitosis 48.7 45.0 0.78 0.51
Hemofagocitosis de eritrocitos 39.0 40.0 0.94 0.50
Hemofagocitosis de leucocitos 29.2 5.0 0.03 0.62

y plaquetas
Disgranulopoyesis 4.8 0.0 0.31 0.50
Diseritropoyesis 41.6 25.0 0.29 0.59
Disnegacariopoyesis 14.6 0.0 0.07 0.50
Megaloblastosis 9.7 5.0 0.52 0.52

* nindicado entre () si n es diferente del numero total de pacientes.

Los parametros asociados significativamente (valor p < 0,05) con el diagnéstico de Leishmania
en el analisis univariante fueron serie mieloide %, serie eritroide %, relacion mielo-eritroide,
células plasmaticas %, macréfagos %, megacariocitos cuantitativos y hemofagocitosis de

leucocitos y plaguetas. Estos 7 parametros se seleccionaron para el analisis multivariante.

6.3.2. Analisis multivariante

Tras haber obtenido la tabla o matriz de correlaciones de las variables significativas
independientes se detectd que 3 de las 7 variables (serie mieloide %, serie eritroide % vy la
relacidon mielo-eritroide) estaban fuertemente correlacionadas, por lo que no era conveniente
incluir las tres y se selecciond la que tenia el mayor poder discriminante, serie mieloide %. De
las 5 variables restantes, debian seleccionarse un maximo de 4, dado el tamafio muestral
disponible (grupo NLV con n=20). Las 4 variables seleccionadas con criterio de potencia
estadistica para el modelo de regresidon logistica multivariable fueron: serie mieloide %,
células plasmaticas %, macréfagos % y megacariocitos cuantitativos. Siguiendo la estrategia

de modelizacién hacia atras, se saco del modelo la variable macroéfagos %, de forma que el
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modelo final incluyd sélo 3 variables: serie mieloide %, células plasmaticas % y megacariocitos

cuantitativos. La férmula de probabilidad obtenida para este modelo fue:

p 1
(Leishmania) = 4 4 = ,—(1.14—0.12+MS+0.40+PLA+1.17+MEG)

Ecuacion 1. Probabilidad de Leishmania en funcion de los parametros en médula
Gsea: MS: serie mieloide %, PLA: células plasmaticas %, MEG: megacariocitos

cuantitativos.

El drea bajo la curva COR de este modelo fue de 0,87 (0.78-0.96) (figura 42).

0.50 0.75 1.00

Sensitivity

0 25

0.00

T T Ll
0.00 025 0.5 0.7 1.00
1-Specificily

Area under ROCcurve =0.8728

Figura 42. Curva COR del modelo predictivo de leishmaniasis visceral.
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La evaluacion de la

calibracion del modelo por la prueba de Hosmer-Lemeshow mostré una p

de 0,145 (> 0,05) que indica ausencia de diferencias significativas entre las probabilidades

observadas en cada grupo de riesgo y las pronosticadas por el modelo (figura 43).

Calibration plot
Observed probabilities vs. Predicted probabilities
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Figura 43. Calibraciéon del modelo por la prueba de Hosmer-Lemeshow.

6.3.3. Elaboracion de un nomograma

Se desarrollé un nomograma a partir del modelo, para predecir la probabilidad de que un

paciente tenga leishmaniasis visceral (Figura 44).
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Nomograma

MEG L

0 1 2 3 4 L

PLA L 1 1 1 1 1 1 1 1 L ]
0 2 B g 8 10 12 14 ] 18 20

MS L 1 1 L 1 1 1 L 1 1 1
100 20 20 70 <] 50 40 » 20 10 0

I 1 1 T I I I I 1 1 1 I I I I 1 1 1 I I I T I
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Score
Prob 0B 01 0571 23458758 B35 9o 959
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6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22
Score total

o
o
N
w
E=N
m

Figura 44. Nomograma del modelo de prediccion leishmaniasis visceral. Desde el
valor de cada parametro (MEG, PLA o MS), se traza la vertical hacia la linea "score"
y se anota el valor de cada pardmetro en esa linea. Se suman los 3 valores y se lleva
el resultado a la linea "Score total". Se traza la vertical de esa suma sobre la linea
"Prob" y el resultado es la probabilidad de leishmaniasis visceral (0-1).

6.3.4. Creacion de un sistema de puntuacidon predictivo

Finalmente, a partir del mismo modelo se construyd un sistema de puntuacidén predictivo o
“score” para la leishmaniasis visceral. Para ello se categorizaron las variables incluidas en el
modelo final, teniendo en cuenta los valores de normalidad y el nUmero de casos a la hora de
establecer las categorias. Se establecieron 3 categorias en el parametro células plasmaticas

(<2%,2-5%y>5%),y 2 categorias en serie mieloide (< 50 % y > 50%) y megacariocitos
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(cuantificacion < 3 y > 3), estableciendo la puntuacion a partir de coeficientes obtenidos de

los “odds ratio” de cada categoria. Los puntos asignados a cada categoria son:

1. Serie mieloide < 50%: 1 punto
2. Células plasmaticas 2-5%: 1 punto. Células plasmaticas > 5%: 2 puntos.
3. Megacariocitos cuantitativos > 3: 1 punto.

El rango de puntuacion (suma de los puntos de cada pardmetro) va de 0 a 4 puntos,
correspondiendo para cada puntuacién una probabilidad de tener leishmaniasis visceral y de

no tenerla (tabla 24).

Tabla 24. Score de leishmaniasis visceral.

Parametro del score Puntos asignados por categoria
Serie mieloide % 250 <50
0 puntos 1 punto
Células plasmaticas <2 2-5 >5
% 0 puntos 1 punto 2 puntos
Megacariocitos <3 >3
cuantitativos (0-5) 0 puntos 1 punto

Puntuacion

Puntuacion Probabilidad de LV Probabilidad de NLV
(suma de puntos)

0 0% 100%
1 50% 50%
2 60% 40%
3 88% 12%
4 100% 0%

En la siguiente tabla se detalla la distribucion del score en valores absolutos en funcion del
diagnéstico de Leishmania (tabla 25), mientras que la figura de abajo muestra el mismo

sistema de puntuacién en un grafico (figura 45).
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Tabla 25. Distribucion del score en valores absolutos en funcién del diagndstico de
Leishmania.

Score No Leishmaniasis Leishmaniasis Total
0 5 0 5
(100%) (0%) (100%)
1 4 4 8
(50%) (50%) (100%)
2 6 9 15
(40%) (60%) (100%)
3 2 16 18
(11.11%) (88.89%) (100%)
4 0 11 11
(0%) (100%) (100%)
Total 17 40 57
(100%) (0%) (100%)

Diagnostico de Leishmania

Score
fad

0

%

6 20% 40% 60% 80% 100%

Probabilidad en porcentaje

M Diagnostico Leishmania No M Diagnostico Leishmania Si

Figura 45. Grafico del “score” predictivo de leishmaniasis visceral.

El drea bajo la curva COR de este sistema de puntuacion fue de 0,85 y la prueba Hosmer-
Lemeshow indicé ausencia de diferencias significativas entre las probabilidades observadas y

pronosticadas (p-valor 0,57) (figuras 46y 47).
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Figura 46. Curva COR del score predictivo de leishmaniasis visceral.
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Calibration plot
Observed probabilibes vs. Predicted probabilities
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Figura 47. Calibracion del score por la prueba de Hosmer-Lemeshow.

Se indican como ejemplos algunos de los pacientes del estudio en los que no se veia el
pardsito en la médula ésea, en los que podemos calcular la probabilidad de tener LV mediante

el nomograma y el “score” predictivo.

Caso 1. Mujer de 81 afios y nacionalidad espafiola, sin factores de inmunosupresiéon
conocidos, que acude por fiebre de 382C, nduseas sin vomitos y diarrea de 1 semana de
evolucidn, mas pérdida de peso de 3 kg en los ultimos 2 meses. No presenta esplenomegalia
ni otras alteraciones a la exploraciéon. En el hemograma destacan leucopenia (3.2x10°
plaquetas/L), anemia (Hb 108 g/L) y trombocitopenia (68x10° plaquetas/L). Se indica la
realizacion de un aspirado de médula ésea, con un 60% de serie mieloide, 1.5% de células
plasmaticas y 2/5 de megacariocitos cuantitativos; el calculo con el nomograma de la

probabilidad de tener leishmaniasis visceral es de 0.05 (5%) (figura 48).
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Figura 48. Nomograma del caso 1 (flechas segmentadas).

Aplicando el “score” a este paciente con serie mieloide 60%, células plasmaticas 1,5% y
megacariocitos cuantitativos 2 el resultado seria de 0, lo que corresponde a 0% de

probabilidad de tener LV.

En el estudio medular se descartaron causas neopldsicas de pancitopenia, incluido el SMD, y
se observoé un patrdn de hierro de bloqueo inflamatorio macrofagico. Los resultados del ELISA
y la PCR de Leishmania fueron negativos y el diagnodstico final del paciente fue infeccion por

Salmonella sp detectada en coprocultivo.

Caso 2. Varén de 54 afios y nacionalidad espafiola, bajo tratamiento con etanercept,

deflazacort y metrotexate por una artritis reumatoide, que presenta fiebre de 3 de dias de
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evolucién hasta 409C, y en la radiografia de térax una opacidad alveolar en LID, por lo que
inicia tratamiento antibidtico empirico para neumonia. Presenta también anemia (Hb101 g/L)
y trombocitopenia (108x10° plaquetas/L) en el hemograma. A pesar de la mejoria del cuadro
respiratorio, una semana después persisten la fiebre y las citopenias, detectdndose ademas
esplenomegalia de 15 cm en la ecografia abdominal, por lo que se indica la realizacién de un
aspirado de médula dsea, que presenta 40%, de serie mieloide, 7% de células plasmaticas,
4/5 de megacariocitos cuantitativos y fendmenos de hemofagocitosis; la probabilidad

calculada de LV es del 0.98 (98%) (figura 49).
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Figura 49. Nomograma del caso 2 (flechas de puntos).

Ill

En este caso, el “score” del paciente es de 4, que corresponde al 100% de probabilidad. La

PCR y ELISA confirmaron el resultado de LV.
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Caso 3. Mujer africana de 21 aiios, que no ha viajado a su pais de origen desde hace 10 afios,
y VIH positivo, sin tratamiento antirretroviral durante los 2 ultimos afios. Acude por fiebre de
hasta 392C, escalofrios, odinofagia y vomitos, de 6 dias de evolucidon. A la exploracién
presenta adenopatias submandibulares bilaterales de 1 cm e hiperemia faringea; en el
hemograma se objetiva bicitopenia (Hb 95 g/L, 147x10° plaquetas/L, 2.5x10° leucocitos/L y
1.7x10° neutrdfilos/L) y presenta esplenomegalia de 14 cm por ecografia. El TDR-rk39 de
Leishmania fue positivo en este caso, realizandose también aspirado de médula dsea, con
55% de serie mieloide, 8% de células plasmaticas y 3/5 de megacariocitos cuantitativos; tenia

una probabilidad calculada de LV de 0.78 (78%) (figura 50).
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Figura 50. Nomograma del caso 3 (flechas continuas).

En este tercer ejemplo, el “score” seria de 2, que corresponde a un 60% de probabilidad de

leishmaniasis. El resultado de PCR en médula ésea fue también positivo en este caso.
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6.3.5. Validacidn interna del modelo predictivo por “bootstrap”

La puntuacion del modelo fue validada internamente por técnicas de “bootstrap”, generando
200 muestras “bootstrap” con reemplazamiento desde los datos originales. El area bajo curva
ROC ajustada para el sobreoptimismo fue de 0.850 (0.752-0.949), muy similar al area
aparente bajo curva del modelo (0.851). La calibracién de esta técnica fue validada por la
evaluacién de la pendiente de calibracién (0.99) y por el cdlculo de la prueba de Hosmer-

Lemeshow en cada muestra de “bootstrap” (ninguna con diferencias significativas).
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6.4. Validacion externa del modelo

Para la muestra de validacion externa del modelo, se recopilaron datos de 61 pacientes: 54
pacientes del grupo leishmaniasis visceral (los 38 en los que se habia observado la Leishmania
en el periodo 2009-2014, mas los 16 diagnosticados por cualquier método del periodo 2015-

2017) y 7 pacientes del grupo no leishmaniasis visceral del periodo 2015-2017 (esquema 3).

m,,og?{(o VALIDACION DEL MODELD
Pacientes con sospecha clinica Pacientes con sotpecha clinica
de LV {2009-2014) de LV (2005-2014)
(n=99) (=29
Aapirado de Asplrado de
miédula dcea médula Ssea

,m ’ Grupo NLV-Em

(»=20)

Esquema 3.Grupos de pacientes reclutados por el estudio, sin incluir a los
pacientes diagnosticados de SMD. *Otras técnicas diagndsticas: PCR, ELISA y/o
cultivos. Em: elaboracion del modelo, Vm: validacion del modelo.
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Una vez establecido el grupo de validacion se realizaron las estadisticas descriptivas (tabla

26).

Tabla 26. Andlisis descriptivo de los parametros cuantitativos de médula dsea.

Grupo de validacion.

Parametro en LV (n=54) * NLV (n=7) * LV (n=54) * NLV (n=7) *
médula 6sea MediatDesviacion MediatDesviacidn Mediana Mediana
estandar estandar (P25-P75) (P25-P75)
Celularidad 3.840.3 3.610.8 4.0 (3.5-4.0) 4.0 (3.5-4.0)
cuantitativa
(0-5/5)
Serie mieloide 39.9+12.0 60.6+10.9 40.5 (31.0-48.5) 64.5 (52.0-
% 69.1)
Serie eritroide 36.5+£10.9 23.619.8 35.75(30.0-4) 21.5(16.2-
% 32.6)
Ratio mielo- 1.3+1.0 3.3+2.2 1.0 (0.8-1.4) 3.0 (1.5-4.1)
eritroide
Células 7.9+4.3 43+2.1 7.5 (5.0-9.5) 4.5 (2.3-5.8)
plasmaticas %
Macréfagos % 1.942.8 0.2+0.2 1.0 (0.5-2.5) 0.0 (0.0-0.5)
Linfocitos % 10.846.4 8.7+3.5 8.5(7.0-12.0) 8.5 (6.1-14.1)
Eosinéfilos % 3.4+3.2 2.2+1.0 2.5 (1.5-4.5) 2 (1.6-3.2)
Megacariocitos 3.8+0.7 3.4+0.9 4.0 (3.0-4.0) 3.0(3.0-4.0)

cuantitativos
(0-5/5)

6.4.1. Resultados de la validacion externa

Al aplicar el modelo predictivo diagndstico de leishmaniasis visceral en estos pacientes, se

comprobd su buen rendimiento, con un area bajo la curva COR de 0.920 (0.818-1.000);

aplicando el score predictivo, se obtuvo igualmente una buena area bajo la curva COR, de

0.902 (0.799-0.963). En este grupo también se realizaron réplicas por técnicas de “bootstrap”

(2000 en esta ocasion) que en conjunto renderizaron una curva suave con un area bajo la

curva COR de 0.880 (0.571—-0.936) (figuras 51y 52).

141



10

0.8

Sensitivity

04

0.2

0.0

| | | | | | | |
1.2 1.0 0.8 06 0.4 0.2 00 -02

Specificity

Figura 51. Curva COR aplicando el modelo predictivo al grupo de pacientes de
validacion.
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Figura 52. Curva COR “suavizada” al aplicar el modelo predictivo a los replicados
“bootstrap” del grupo de pacientes de validacion.
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7. DISCUSION

La deteccion de los resultados diferenciales en médula ésea de los pacientes con leishmaniasis
visceral ha permitido el desarrollo de un modelo predictivo diagndstico y de un sistema de
puntuacion diagndstica que puede orientar el diagndstico de leishmaniasis visceral en los
casos sin evidencia directa de la presencia de Leishmania. Este modelo ha sido validado
externamente, confirmando su aplicabilidad prdctica. EIl modelo, junto con el resto de
alteraciones encontradas en la médula ésea, el hemograma y la bioquimica sérica de los
pacientes con leishmaniasis visceral, van a ser valorados y discutidos en detalle a lo largo de

los siguientes epigrafes.
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7.1.

Valoracion de las alteraciones bioquimicas

Los pacientes con leishmaniasis visceral confirmada en nuestro estudio presentan a nivel

bioquimico aumentos de IgG e IgM, aumento de ferritina, aumento de la LDH, aumento de la

CRP, aumento de la AST y aumento de los triglicéridos. Estos parametros son en general

coincidentes con las descripciones realizadas previamente por otros autores sobre pacientes

con leishmaniasis visceral (tabla 27).

Tabla 27. Frecuencias y valores medios de alteraciones bioquimicas comparando con otros

estudios.

Autory
pais

IgG
T

CR FA BT
> 1 T

Parametros*

ALT AST

T T

LDH

TG

FER

CRP

Sarkari
IRAN [63]
Gupta
INDIA [65]
Lal
INDIA [91]
Petrela
ALBANIA
[66]
Cascio
ITALIA
[68]
Minodier
FRANCIA
[70]
Al-
Jurayyan
ARABIA
[71]

100%

23 g/L

64%

2% 44%  24%

58%

33U/L

54% 85%

66% 75%

69%

53 U/L

72%

94%

53%
1.9 mmol/L

80%

8%

23 mg/L

72 mg/L

Bermejo
ESPANA

49%

8% 25% 16%

48% 63%

78%

94%

95%

99%

*Se indica la frecuencia de casos aumentados (") y/o los valores medios expresados en las unidades del

parametro.

Estos

estudios

descriptivos

muestran

hipergammaglobulinemia 1gG

[66,70].

La

hipergammaglobulinemia, uno de los parametros que se consideran caracteristicos de la
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leishmaniasis visceral, fue menos frecuente en nuestros pacientes. El aumento de las células
plasmaticas de la médula dsea y los aumentos de 1gG y de IgM policlonales reflejan cambios
inmunoldgicos en la respuesta a la Infeccion por Leishmania. Se ha descrito cémo en el caso
de Leishmania donovani los amastigotes activan las células B mediante la activacion de TLRs
endosdmicos en las células B. Esta activacion resulta en la induccidén de Interleucina-10 e
Interferones de tipo |, lo que lleva al desarrollo de hipergammaglobulinemia [104] a través de

la diferenciacidn de los linfocitos B en células plasmaticas productoras de anticuerpos.

El aumento de transaminasas séricas [63,65,71] y la elevaciéon de LDH [63] también se ha
descrito. La hiperferritinemia sélo ha sido previamente descrita en una serie [71], quiza por
ser un parametro que no se realiza rutinariamente en estos pacientes. La elevacién de
transaminasas puede vincularse al dafio hepatico producido por la leishmaniasis visceral, al
estar este drgano afectado con frecuencia. La hemolisis o destruccion de los glébulos rojos y
de los eritroblastos, vinculadas a la hemofagocitosis,[105] podria explicar la elevacion de LDH
(destruccidn celular) y de ferritina (liberacion y acimulo del hierro de estas células), junto con

la actividad inflamatoria. Reflejo de esta ultima es también el aumento de CRP.

Dos estudios reportan aumento de triglicéridos.[63][91] Para estos autores, la
hipertrigliceridemia podria aportar un beneficio diagndstico adicional para evaluar la
probabilidad y severidad de la leishmaniasis visceral, junto a los otros parametros de
diagnéstico disponibles. Esta alteracidn estaria relacionada con niveles elevados de VLDL,
pero no se conoce bien el mecanismo, especuldndose como posibilidad el secuestro y

degradacion de las lipoproteinas en el bazo o higado aumentados de tamafio.[91]
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7.2. Valoracion de las alteraciones hematimétricas
Las alteraciones diferenciales que presentan en el hemograma nuestros pacientes (anemia,
leucopenia y trombocitopenia) ya han sido ampliamente descritas por numerosos autores
[25,63—68,71,74,87-90], sobre todo la anemia, con valores de hemoglobina media tan bajos
como 69 o 71 g/L.[66,70,71,88]. También son frecuentes en la mayoria de los estudios
descriptivos la trombocitopenia, la leucopenia, la neutropenia y la pancitopenia (tabla 28).
Varios estudios refieren igualmente una alta frecuencia de velocidad de sedimentacion

globular elevada, otro reactante inflamatorio.
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Tabla 28. Frecuencias y valores medios de alteraciones en el hemograma y VSG comparando
con otros estudios.

Pardmetros*
Autor y pais HB PLT LEU Pancitopenia NEU# VSG
N2 N N 4 T
Sarkari 87% 64% 43% 53%
IRAN [63]
Chufal 100% 85% 100% 85%
INDIA [64]
Gupta 100% 82% 83% 83%
INDIA [65]
Chouchene 100% 48% 51% 36%
TUNEZ [87]
Chandra 100% 96% 96% 96%
INDIA [74]
Agrawal 90% 72% 67% 25%
NEPAL [25]
Chakrabarti 71g/L 83% 61% 58%
INDIA [88] 108 x10°%/L 3.7 x10°%/L
Pace 95 x10%/L 4.1 x10%/L 1.5 x10%/L 100%
MALTA [26] (>40 mm)
Bhatia 75%
INDIA [92]
Petrela 99% 48% 49% 20%
ALBANIA 71g/L
[66]
Dhingra 94% 61% 72%
INDIA [89] 75 g/L 84 x10%/L 4.4 x10%/L
Daneshbod 70% 30% 10% 10% 25%
IRAN [67]
Kumar 100% 39% 10% 10% 25%
IRAN [90]
Cascio 70% 70% 42% 1.0 x10%/L 73 mm
ITALIA [68] 78 g/L 110 x10°/L 4.3 x10%/L
Minodier 71g/L 101 x10°%/L 4.2 x10%/L 0.9 x10°%/L 64 mm
FRANCIA
[70]
Al-jurayyan 100% 56% 4.8x10°%/L 73% 55 mm
ARABIA [71] 69 g/L 109 x10%/L
Bermejo 90% 92% 96% 85% 63% 85%
ESPANA

*Se indica la frecuencia de casos aumentados (") o disminuidos ({/) y/o los valores medios expresados en

las unidades del parametro.

El secuestro esplénico, la hematopoyesis ineficaz y la hemofagocitosis parecen ser las

principales causas de estas citopenias periféricas.[87]
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En el caso de la anemia en la leishmaniasis visceral, sus posibles causas se pueden encuadrar

en varios mecanismos:

1. Hemodlisis o destruccion de los glébulos rojos y de los eritroblastos, vinculadas a la
hemofagocitosis (medular y esplénica).[105] También se han invocado mecanismos
inmunes (anemia hemolitica autoinmune), aumento de la fragilidad osmotica y
alteracion en la permeabilidad de la membrana de los glébulos rojos,[105,106] aunque
éstos no parecen mecanismos que contribuyan en gran medida a la hemdlisis . Todos
estos mecanismos podrian provocar la reaccion de la médula dsea con hiperplasia
eritroide y llevar al aumento de la ferritina y de la LDH que hemos constatado en
nuestro estudio. Los estudios de supervivencia de las células rojas y los analisis
ferrocinéticos han sugerido que la hemdlisis es la principal causa de anemia en la
leishmaniasis,[107] pero también puede haber expansidon del volumen plasmatico
asociada con el agrandamiento masivo del bazo.[106] El hallazgo de niveles elevados
de eritropoyetina es otro dato que sugiere una eritropoyesis sobrerregulada para
compensar la destruccién de gldébulos rojos.[105]

2. Eritropoyesis ineficaz. Los cambios diseritropoyéticos [25,87,108,109] vy
megaloblasticos [25] observados por diferentes autores (también en nuestra serie,
pero en escasa cuantia) podrian contribuir a la anemia, pero los estudios
ferrocinéticos han demostrado muy poca evidencia de eritropoyesis ineficaz.[107]
También algunos autores han detectado fibrosis en biopsias de médula 6sea
realizadas a pacientes con leishmaniasis visceral.[89]

3. Bloqueo macrofagico del hierro. Los estudios ferrocinéticos muestran un nivel
reducido de hierro plasmatico en presencia de depdsitos de hierro aumentados, y

sugiere que la hiperplasia reticuloendotelial se acompafia de retencion de hierro
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anormalmente aumentada por parte de los macréfagos, dato tipico de la anemia de
los trastornos cronicos.[107] Esto puede limitar la respuesta de la médula frente a la
hemolisis.[106] Aunque algunos autores indican aumento de reticulocitos, en nuestra
serie s6lo estaban aumentados en el 22% de los pacientes. En nuestra serie, también
el hierro medular muestra un patrén compatible con bloqueo macrofagico en casi la
mitad de los pacientes, pero en el resto se observa una disminucién de los depdsitos,
por lo que la ferropenia también podria contribuir en un gran niumero de casos a la
anemia. Probablemente la ferropenia no se asocie a un sangrado severo, dato que es
solo frecuente en fases terminales de la leishmaniasis visceral en coincidencia con
trombocitopenia severa.[105] El secuestro del hierro en los macroéfagos a través de la
hepcidina es un mecanismo de defensa frente a las infecciones que limita la
disponibilidad de hierro para los microorganismos retirandolo de la circulacién y
acumulandolo en los macréfagos; desafortunadamente, en el caso de la Leishmania,

esto beneficia al parasito, pues éste se encuentra dentro del propio macréfago.[43]

En resumen, la anemia en la leishmaniasis visceral es probablemente multifactorial,

incluyendo el secuestro esplénico, la hemdlisis, la eritropoyesis ineficaz y la anemia de los

trastornos crénicos.

A la leucopenia, ademas de la destruccién celular asociada a la hemofagocitosis podria

contribuir un factor central de disminucién de la mielopoyesis, dada la disminucién de la

proporcién de la serie mieloide a nivel medular, como se ha observado en nuestro estudio y

en otros estudios. Aunque puede ser que se trate de una disminucién relativa motivada por

la hiperplasia de la serie eritroide que acabamos de describir.

En la trombocitopenia el factor de hemofagocitosis parece mas claro, segin nuestros datos,

al ser habitual a nivel de la médula dsea la hiperplasia megacariocitica no acompafiada
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normalmente de dsmegacariopoyesis. En ambas citopenias también podria contribuir el

secuestro esplénico (y la destruccion asociada a la hemofagocitosis esplénica).

7.3. Valoracion de las alteraciones medulares
En la médula dsea de pacientes con leishmaniasis visceral se encuentra aumento de la serie
eritroide, aumento de las células plasmaticas, aumento de los macréfagos, aumento de los
megacariocitos y disminucién de la serie mieloide y la relacién mielo-eritroide, asi como la
presencia de hemofagocitosis de plaguetas y leucocitos. Diferentes autores describen
cambios en la médula dsea (tabla 29) similares a nuestros hallazgos, como aumento de la
celularidad [25,64,71,74,88—90], aumento de serie eritroide [67,74,87,89], inversién de la
relacion mielo-eritroide [90,92], aumento de las células plasmaticas
[25,64,67,74,89,92][88,90] y aumento de los macrdéfagos [64,71,74,89,92]. También se
describen alteraciones cualitativas muy frecuentes, como la presencia de hemofagocitosis
[110][67,74,87,89,90,92]. Otras alteraciones descritas con alta frecuencia, como los rasgos
megaloblasticos y las alteraciones diseritropoyéticas [25,64,67,71,74,87-89], fueron menos
frecuentes en los pacientes de nuestro estudio (9% en ambos pardmetros). Por el contrario,
cambios muy frecuentes en nuestros pacientes, como el aumento de megacariocitos (en el
68% de los casos), no se habian descrito en estos estudios previos, quizd porque es un

pardmetro mas complicado de cuantificar en los aspirados de médula dsea.
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Tabla 29. Frecuencias de alteraciones en médula dsea en otros estudios.

Autor del estudio, pais en el que se realiza y referencia (entre corchetes).

Parametros* Chufal Chouch Chandra Agrawal Chakra Bhatia Dhingra Danes Kumar Al-
ene barti hbod jurayyan
INDIA TUNEZ INDIA NEPAL INDIA  INDIA INDIA IRAN IRAN ARABIA
(64] (87] [74] [25] (88] [92] (89] (67] [90] (71]
Celularidad 35% 26% 5% 63,9% 77,7% 751%  90%
cuantitativa
Serie eritroide 34% 81,4% 22,2% 78,9%
Cociente 38% 22,2% Si
mieloeritroide,
Linfocitos 70% 72,2%
Plasmaticas 70% 96,2% 60% 100% 56% 72,2% 77,9%  8-15%
Eosinofilos 6% 14,8% 16,6% 27,4%
Blastos 6% 2,1%
Macroéfagos 70% 100% 81,2% 50% 46%
Parametros cualitativos (frecuencia)
Hemofagocitosis 6% 70,3% 75% 11,1% 6,8% 2,8% Si
Megaloblastosis 10% 55% 27.8% 16,6% 16%
Diseritropoyesis 10% 71% 40% 22.2%
Disgranulopoyesis 31% 3.7% 4.9%
Distrombopoyesis 11%

*en los parametros cuantitativos se indica la frecuencia de casos aumentados (1) o disminuidos ().

Dada la edad de la poblacién habitualmente afectada por la enfermedad, la mayoria de los

estudios se han realizado sobre la poblacién pediatrica, y sélo unos pocos[65] tienen una baja

proporcidn de pacientes pediatricos. La médula 6sea y la sangre de los adultos difieren de la



de los nifios. Nuestro estudio, centrado sélo en pacientes adultos, demuestra resultados

similares con estudios previos realizados en poblacidon predominantemente pediatrica.

Los hallazgos descritos (hemofagocitosis y aumentos de serie eritroide y megacariocitica, con
disminucion de serie mieloide) pueden relacionarse con las distintas citopenias que presentan
los pacientes con leishmaniasis visceral, tal y como se ha discutido en el apartado de
alteraciones hematimétricas. El aumento de células plasmaticas, con la consiguiente
hipergammaglobulinemia, estaria relacionado con la estimulacién de los linfocitos B que se

ha comentado en el apartado de alteraciones bioquimicas.

7.4. Valoracidn de las alteraciones diferenciales de los subgrupos de pacientes

con leishmaniasis visceral

Cuando se comparan los pacientes con leishmaniasis en los que se observo la Leishmania
directamente en la médula dsea con los que no se observd, los primeros presentan médulas
mas hipercelulares, con mas células plasmaticas y con mas linfocitos. También hay aumento
de 1gG, IgM, parametros que reflejan, como los de médula dsea, un estado de
hiperproduccién de anticuerpos, quiza en relacion con un predominio de la respuesta inmune
Th2 sobre la Th1,[47,48]; esta respuesta Th2 es ineficaz frente a la Leishmania, lo que
aumentaria de alguna manera la agresividad de la leishmaniasis. Por otro lado, el aumento de
VSG podria estar en relacion con la hiperproduccion de anticuerpos. El hecho de no observar
las Leishmanias en el aspirado es relativamente frecuente y variable segun las distintas series,
pudiendo estar en relacion con factores técnicos (capacitaciéon y entrenamiento del
observador, tiempo de observacion empleado)[72] o, en condiciones adecuadas de

observacion, ser aleatorio. No obstante, podemos sugerir la hipdtesis de que pueda estar en
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relacion con un predominio en esos pacientes de la respuesta inmune Thl, que seria mas
efectiva en la eliminacion del parasito intramacrofagico y haria mas dificil su observacién.
Aunque nosotros no lo hemos objetivado en nuestros pacientes, algunos autores sefialan en
los pacientes con coinfeccion VIH un mayor porcentaje de observacién de los amastigotes en
la médula ésea,[111] lo que podria estar de acuerdo con esta hipodtesis, al existir en estos
pacientes el fendmeno contario, un predominio de la respuesta inmune Th2 sobre la Th1,[57]

como comentaremos a continuacion.

Dentro del subgrupo de pacientes inmunodeprimidos, los pacientes con infeccién VIH,
presentan algunas caracteristicas diferenciales. En médula ésea se observa una proporcién
de serie eritroide dentro de los limites normales y aumento de linfocitos, junto con mas rasgos
displdsicos, sin encontrarse diferencias en la proporcion de células plasmaticas ni en la de
megacariocitos. No se observan diferencias significativas en los recuentos del hemograma,
aunque si se observan valores inferiores en linfocitos y mas elevados en plaquetas; en una
serie con mayor numero de pacientes con coinfeccion VIH, si que estas diferencias fueron
significativas, y ademas se describe una anemia mas intensa,[111] dato que no se encuentra
en nuestro estudio. En la bioquimica sérica destacan 1gG y GGT mas elevadas, pero con CRP,
LDH y transaminasas menores. En el estudio que recoge los datos clinicos de los 11 pacientes
con infeccién VIH del brote de Fuenlabrada, se indica que en el momento del diagndstico de
la leishmaniasis visceral el valor de Linfocitos CD4 era en todos los casos inferior a 400
células/uL (rango 4-322) y sélo 1 caso presentaba carga viral indetectable.[103] En los
pacientes VIH son hallazgos habituales los rasgos displasicos, los infiltrados linfohistiocitarios,
el aumento reactivo de células plasmaticas y el aumento de megacariocitos, con una

eritropoyesis en proporciones normales[112] en coincidencia con nuestros hallazgos en las
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leishmaniasis en general, excepto la normalidad de la serie eritroide que si coincidiria con lo
observado en nuestros pacientes con coinfeccidn VIH; esto puede complicar en teoria el uso
del modelo predictivo del diagnéstico de Leishmania que hemos desarrollado (basado en
parametros como el recuento de plasmaticas y la cuantificacién de megacariocitos), pues
ademas los pacientes con coinfeccion VIH no parecen ser diferentes en cuanto a estos
parametros. Las alteraciones diferenciales en la bioquimica sérica (normalidad de
transaminasas, menor LDH y menor CRP, junto con IgG mas elevada) de estos pacientes
indicarian menor dafio celular y menor inflamacién, por un lado, y por otro una mayor
respuesta de inmunidad humoral, quizd en relacién con el predominio de la respuesta inmune
Th2. Ademas de afectar la respuesta inmune Th1, la infeccién VIH también produce un cambio
de esa respuesta inmunitaria de tipo Th1 a un patrén de reaccién de tipo Th2, aumentando
la gravedad de la leishmaniasis.[57] Esta respuesta inmune Th2, basada en la IL-10, produce
una limitacién de la inflamacién y una activacién policlonal de linfocitos B, que se

transformaran en células plasmaticas y produciran anticuerpos en mayores cantidades.

En los pacientes con tratamientos inmunosupresores, se observan algunos datos comunes
con los pacientes VIH, como la normalidad de las transaminasas y GGT, pero con el resto de

los parametros muy similares a los otros casos de leishmaniasis.

También presenta rasgos diferenciales el subgrupo de pacientes con leishmaniasis de origen
africano subsahariano, que suponen un 36% de los casos a pesar de no ser mas del 5 % de la
poblacién del drea de Fuenlabrada. Son pacientes mas jovenes (mediana de 34 afios) vy la
mayoria inmunocompetentes (sélo 10% tenian infeccion por HIV, frente al 14% de los
espafoles). Son pacientes que presentaban un menor porcentaje de serie mieloide en médula

O0sea y un mayor porcentaje de células plasmaticas. A nivel de los recuentos sanguineos
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presentan recuentos de plaquetas mas elevados (aunque la media estd también por debajo
de lo normal) y un VCM menor, este ultimo dato si habitual en pacientes de origen
africano,[113] en relacidn con factores genéticos (mayor frecuencia de hemoglobinopatias) y
dietéticos (ferropenia). También presentan CRP y ALT mas elevada, pero sin ninguna otra
caracteristica especial, lo que podria sugerir, al contrario que en los pacientes con VIH, mayor
inflamacién y dafio celular. Aunque no se ha podido establecer claramente el motivo de esta

elevada incidencia de leishmaniasis, se pueden argumentar varias hipotesis:

1. Los factores medioambientales de riesgo clasico, como la mayor exposicion al vector,
parecen descartados.[28]

2. Estos pacientes provienen en su mayor parte de zonas donde la Leishmania infantum
no es endémica (Guinea Ecuatorial y Nigeria), por lo que es probable que exista una
carencia de inmunidad adaptativa por ausencia de exposicion previa de esa
poblacién al pardsito.[114]

3. Pueden existir factores genéticos que dificulten la inmunidad celular. Polimorfismos
en los genes que regulan IL-10 u otras interleucinas, en IFN-gamma o en TNF-alfa
podrian estar implicados. También se han descrito polimorfismos en genes como
SLC11A1, que regula la disponibilidad del hierro para la Leishmania, mas frecuentes

en poblaciones africanas. [51,115]

Los fendmenos de hemofagocitosis se han observado en mas del 50% de los pacientes con
leishmaniasis visceral de nuestra serie, aunque solo se ha detectado diferencia significativa
en la presencia de hemofagocitosis de linfocitos y plaguetas. Estos pacientes presentan una
mayor celularidad global en la médula dsea, con mayor cantidad de megacariocitos y de

macroéfagos; estos datos pueden reflejar la reaccion medular ante la mayor destruccién de
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células por parte los macréfagos y explicaria en parte las citopenias caracteristicas de la
leishmaniasis visceral. A nivel bioquimico estos pacientes también presentan transaminasas
mas elevadas, quizd en relacion con mayor dafio hepatico asociado a la actividad
hemofagocitica. La presencia de hemofagocitosis refleja un trastorno en la funciéon fagocitica
de los macrofagos. Experimentos en ratones, demuestran que la infestacion intensa de los
macrofagos con parasitos de Leishmania desencadena fagocitosis de los eritrocitos en el bazo,
lo que resulta en anemia.[116] El mecanismo de la activacion macrofagica en la
hemofagocitosis no se conoce bien y parece relacionarse con el exceso de produccién de
citoquinas por parte de las células T citotéxicas y NK, siendo el IFN-gamma, el TNF-alfa vy
varias interleucinas de particular importancia.[117,118] La hemofagocitosis asociada a
Leishmania podria explicarse por la activacién directa de los receptores tipo toll (TLRs) por los
parasitos que persisten dentro de los macréfagos. Algunos casos podrian explicarse por
mutaciones hipomorficas en los genes defectivos en las HLH genéticas,[119] como los
defectos en los genes de las perforinas, por ejemplo la 50delT. [120,121] Esta alteracién en

concreto es mas frecuente en pacientes de origen africano.

El 11% (n=9) de los pacientes con leishmaniasis cumplen los criterios de linfohistiocitosis
hemofagocitica (HLH), todos ellos pertenecientes a este grupo con hemofagocitosis, y
comparten con él las mismas caracteristicas en los parametros sanguineos y medulares,
excepto un menor numero de plaquetas y aumento de triglicéridos (pardmetros que entran
en los criterios de HLH). Aunque los pacientes con HLH tienen una mayor frecuencia de
hemofagocitosis intensa y de hemofagocitosis de linfocitos y plaguetas, no se han podido
objetivar que sea significativo, y los estudios consultados indican que ni la intensidad de la

hemofagocitosis ni el tipo de células fagocitadas tienen trascendencia desde el punto de vista
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del diagndstico de esta entidad.[122] De cualquier modo, la mayoria de los casos con criterios
de HLH no presentaban la virulencia clinica tan llamativa de los casos de HLH asociados a otras
enfermedades infecciosas y tumorales, con muy alta mortalidad.[123] Esta entidad de HLH se
ha descrito por diversos autores en casos de leishmaniasis visceral.[59,124] Cuando la HLH
estd presente y no se observa el pardsito, excluir el diagndstico de leishmaniasis visceral es
crucial para iniciar un tratamiento adecuado, sobre todo teniendo en cuenta la gravedad del
cuadro que se asocia a otras etiologias. Por todo ello es muy importante informar la presencia
de hemofagocitosis en el estudio medular, bien porque puede orientar a un diagnéstico de

leishmaniasis visceral, bien porque oriente al diagndstico de HLH de otra etiologia.

Al comparar pacientes con leishmaniasis visceral y pacientes con sindrome mielodisplasico,
algunos de los parametros diferenciales siguen siendo significativos, como el alto porcentaje
de células plasmaticas y macréfagos en la médula d6sea, asi como la leucopenia vy la
trombocitopenia en los recuentos celulares, y aumento de IgG, ferritina, LDH, CRP, AST y
triglicéridos. En esta comparacién, no hay diferencias en la proporcidn de eritroblastos (serie
eritroide) y células mieloides (serie mieloide) en la médula, ni en el valor de la hemoglobina.
Es de destacar que la hiperplasia eritroide en la médula ésea y la anemia son hallazgos
comunes en los sindromes mielodisplasicos,[94] lo que podria justificar esta diferencia. Por
ello, todo estudio medular de un paciente con sospecha de sindrome mielodisplasico en el
gue se observase un aumento de células plasmaticas debiera ponernos sobre aviso de

considerar la leishmaniasis, entre otros, como uno de los diagndsticos diferenciales.

157



7.5. Valoracion del modelo predictivo diagnéstico de leishmaniasis visceral

7.5.1. Integracion de los resultados en el proceso diagndstico de la leishmaniasis

visceral

En nuestro estudio, al igual que otros,[63,69,91] se constatd una sensibilidad diagndstica
relativamente baja para la observacion de la Leishmania en el aspirado de la médula dsea. El
diagndstico rapido de la leishmaniasis visceral es importante para iniciar el tratamiento tan
pronto como sea posible, y los métodos de alta sensibilidad no son rapidos ni siempre estan
disponibles. En las zonas endémicas en las que la enfermedad no es muy prevalente o no es
endémica, los cambios descritos podrian orientar hacia un diagndstico de la leishmaniasis

visceral, incluso en casos en los que no hubiera sospecha clinica.

Este estudio no sélo confirma muchas de las alteraciones de la sangre y de la médula dsea
descritas anteriormente en pacientes con leishmaniasis visceral, sino que también destaca los
parametros mas importantes en la realizacién del diagndstico diferencial. Por un lado, en
pacientes con fiebre prolongada de origen desconocido, sobre todo con esplenomegalia
asociada, las diferencias descritas entre los casos de leishmaniasis visceral y los que
finalmente no la presentaban, podrian orientar el diagndstico de una leishmaniasis visceral.
Por otro lado, en pacientes pancitopénicos, algunos parametros también diferencian entre
los casos de leishmaniasis visceral y los de otras causas frecuentes de citopenias, como son

los sindromes mielodisplasicos.

El diagnodstico de la leishmaniasis visceral se realiza mediante la demostracion de la presencia
del parasito en los tejidos humanos o por sus consecuencias inmunoldgicas. Pero esto no

siempre se logra en un tiempo adecuado para tratar correctamente esta enfermedad
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potencialmente letal. La observacién directa del parasito, ademas de falsos negativos
(observacion de la médula dsea), puede tener riesgos (aspiracion esplénica en determinados
contextos). Las pruebas con mas alta sensibilidad, como la PCR de Leishmania (en médula
dsea u otros tejidos) y las pruebas seroldgicas de ELISA, se retrasan en el tiempo, tal y como
hemos podido confirmar en nuestra serie (media de 7 y 6 dias, respectivamente). Las pruebas
seroldgicas rdpidas, como el RDT basado en rk39, que ofrecen buenos resultados con alta
sensibilidad y especificidad en diversos contextos, no se han dado buenos resultados en
nuestra area de salud, con menor sensibilidad (51%). Podemos hipotetizar que esta baja
sensibilidad podria estar en relacién con el corto tiempo de evolucion de la enfermedad en
nuestros pacientes, en los que el RDT basado en rK39 se realizaba rdpidamente debido a la
alta sospecha de leishmaniasis en nuestro medio, pero en cualquier caso es un hecho

constatado en nuestra amplia serie de pacientes.

Teniendo en cuenta todo esto, se ha planteado integrar nuestro modelo diagndstico dentro
de un proceso diagnéstico y terapéutico global para los pacientes con fiebre prolongada y

sospecha de leishmaniasis visceral.

7.5.2. Aplicacion del modelo predictivo de médula 6sea integrado en el proceso
diagndstico y terapéutico en un paciente con fiebre prolongada y sospecha de

leishmaniasis visceral

En pacientes con alta sospecha diagndstica de leishmaniasis visceral, nuestro modelo
diagnédstico puede estratificar la probabilidad de tener leishmaniasis visceral cuando el

pardsito no se observa en el aspirado de la médula ésea, ayudando a tomar una decision
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terapéutica en el momento oportuno sin tener que esperar al resultado de la PCR de
Leishmania o la serologia ELISA. El sistema de puntuacion o score derivado del modelo,
integrado en un flujo de trabajo diagndstico, podria ser también util en dreas endémicas en
las que no se disponga de PCR ni de técnicas seroldgicas rapidas con alta sensibilidad, y
ayudaria en la decision de tratar a un paciente cuando no podemos demostrar la presencia

de Leishmania rapidamente.

Se propone un flujo de trabajo diagndstico (esquema 4) en pacientes con alta sospecha de

leishmaniasis visceral (fiebre de duracién intermedia, esplenomegalia y citopenia/s):

1. Comenzar con la prueba rapida (TDR) en sangre para la leishmaniasis visceral, el
aspirado de médula désea que incluye la muestra para PCR de Leishmania, cuyo

resultado llegara con posterioridad, y la serologia ELISA.

2. Si la prueba sérica rapida en sangre es positiva o se observa Leishmania en la médula

6sea, el paciente recibira tratamiento con anfotericina B.

3. De lo contrario, calculamos el “score” de Leishmania y evaluamos el estado del
paciente. El mal estado del paciente se define por al menos uno de los siguientes
datos: inestabilidad hemodindmica, anemia sintomatica o trombocitopenia,
neutropenia grave (< 0.5x10° neutréfilos/L), presencia de SIRS (sindrome de respuesta

inflamatoria sistémica), fiebre mal tolerada o comorbilidades.

4, Los pacientes con baja probabilidad de tener Leishmania (puntuacion de 0 puntos) no

recibirdn tratamiento especifico con Anfotericina B.
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Los pacientes con probabilidad intermedia (1-2 puntos), solo se tratardn con
Anfotericina B si presentan mal estado. Los pacientes con mejor estado clinico

esperaran el resultado de la PCR de Leishmania.

Los pacientes con puntuacion de alta probabilidad (3-4 puntos) serdn tratados con

anfotericina B.

Cuando llegue el resultado de la PCR de Leishmania o el ELISA, la decisién de
tratamiento podria cambiarse si el diagndstico es diferente de lo esperado segun este

arbol de decision.
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Paciente en/procedents de arez endémica +
1. Fiebre de duracion intermediz®
2. Esplenomegalia
3. A ia y/o Trombocitopeniay/o
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Anfotericina B

Esquema 4. Diagrama de flujo propuesto para el manejo de pacientes con sospecha
clinica de leishmaniasis. * Una vez descartadas causas comunes como infecciones
virales, fiebre Q, rickettsiosis, brucelosis, malaria y endocarditis. ** Mal estado
definido por al menos uno de los siguientes: inestabilidad hemodinamica, anemia
sintomatica o trombocitopenia, neutropenia grave (< 500/uL), presencia de SIRS
(sindrome de respuesta inflamatoria sistémica), fiebre mal tolerada o comorbilidades.
*** Sj la prueba rapida en sangre es positiva y el paciente presenta mal estado, iniciar
el tratamiento con anfotericina B.

positivo
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7.6. Limitaciones del estudio

En primer lugar, nuestro estudio ha sido realizado en un area geografica muy localizada en la
gue se han concentrado un gran numero de casos de leishmaniasis dentro de un brote,
contexto epidemiolégico no habitual en nuestro pais. Desconocemos si el modelo elaborado
podria ser extrapolable a otras localizaciones geograficas, a otros genotipos de Leishmania

infantum o especies de Leishmania y a otras circunstancias epidemioldgicas.

Este estudio también puede estar limitado por basarse en una recogida retrospectiva de datos
para desarrollar un modelo predictivo de diagndstico. Aunque la recogida prospectiva de
datos es el procedimiento mdas recomendable, sobre todo para evitar la pérdida de datos y de
potenciales variables predictoras, el uso de conjuntos de datos ya constituidos, como los
registros de la practica clinica rutinaria, utilizados en nuestro estudio, puede ser también

valido.[85]

Otras limitaciones se relacionan con la validacién del modelo. La validacion interna se puede
considerar una parte necesaria del desarrollo del modelo, por lo que se recomienda realizar
una validacién externa del mismo para evaluar su desempeiio en otro conjunto diferente de
datos. Aunque la validacion externa utilizada (dividir el conjunto de datos en 2 grupos no
aleatorios y utilizar uno para el desarrollo y otro para la validacién del modelo) es una practica
adecuada (especialmente cuando hay una diferencia temporal entre los 2 grupos), tienen mas
fuerza los disenos de validacién que usan un conjunto de datos de otro estudio totalmente
separado.[85] Por todo ello, y teniendo también en cuenta las caracteristicas epidemioldgicas
y geograficas del estudio, se considera recomendable realizar una validacién externa en otras

circunstancias epidemioldgicas, tanto en nuestro pais como en otros paises.
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Respecto a la aplicacion practica del modelo, debe sefialarse la posibilidad de que existan

Ill

diferencias en los resultados de probabilidad aplicando el nomograma respecto al “score”,
como ocurre en el caso nimero 3 de los ejemplos indicados en el apartado 6.3 de elaboracion
del modelo. En este caso con diagndstico final de leishmaniasis, la probabilidad obtenida a
partir del hemograma fue del 78%, mientras que con el “score” fue del 60% (puntuacién de

Ill

2, con probabilidad intermedia). El “score”, muy sencillo de usar, tiene la limitacién de dar
solo 5 niveles de probabilidad de 0 a 100%. Por otro lado, el nomograma va a proporcionar
un valor mas exacto de probabilidad, pero su calculo va a resultar algo mas complejo.

Cualquier simplificaciéon de un modelo predictivo puede llevar, debido al redondeo, a alguna

pérdida de exactitud predictiva.[85]

Algunos datos cuantitativos en médula désea (celularidad global, megacariocitos) podrian
evaluarse de manera mas exacta analizando la histopatologia de una muestra de biopsia de
médula dsea en lugar del aspirado. Este estudio no se realiza de manera habitual al constituir
una prueba mas agresiva para el paciente. Algunos de los estudios realizados por otros
autores incluyen este tipo de muestra, con resultados similares.[90] Por nuestra parte, se han
seguido de manera sistematica las recomendaciones de la ISLH y de los autores mas

reputados en la evaluacion del aspirado de médula 6sea.[96-98]

Como nuestro modelo se basa en las proporciones de las células de la médula dsea, el uso del
inmunofenotipo mediante citometria de flujo para obtener estos datos podria ser de gran
valor. El inmunofenotipo es una técnica mas objetiva y reproducible en la caracterizacion de
las diferentes poblaciones celulares de la médula 6sea. Desafortunadamente, esta técnica se
realizd sélo en algunas de nuestras muestras (por ejemplo, si también habia sospecha de

sindrome mielodisplasico o linfoma). En estos casos, las proporciones celulares por
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inmunofenotipo correspondian a las obtenidas en los recuentos citoldgicos, pero en
diferentes rangos, mostrando una mayor proporcién de la serie mieloide y menor proporcion
de células plasmaticas, debido a la dilucidon con la sangre periférica o por las técnicas de
procesamiento. El inmunofenotipo es también una técnica mas cara y debe ser referida a
otros laboratorios en muchos hospitales. De todos modos, la elaboracién de un modelo de
diagndstico basado en recuentos celulares obtenidos por citometria de flujo podria ser muy
interesante. Incluso reconociendo las limitaciones de la citologia de la médula dsea (nimero
limitado de células observadas, subjetividad del observador y variabilidad de criterios entre
centros) nuestros resultados indican que puede ser una técnica util en la mayoria de los
laboratorios para orientar el diagndstico de la leishmaniasis visceral cuando no se observa el

parasito.
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8. CONCLUSIONES

1. En un contexto epidemioldgico de alta prevalencia de la leishmaniasis, los siguientes
pardmetros pueden considerarse utiles para discriminar entre pacientes con y sin

leishmaniasis visceral:

° Aumento del % de células plasmaticas en la médula ésea.

° Aumento del % de macréfagos en la médula dsea.

° Aumento de megacariocitos en la médula ésea.

° Presencia de hemofagocitosis de leucocitos y plaquetas en la médula ésea.

° Aumento del % de serie eritroide en la médula ésea (sin displasia asociada) o

la concomitante disminucion del % de serie mieloide.

° Pancitopenia (principalmente leucopenia y trombocitopenia, y también

anemia si no se acompafia de displasia significativa).

° Aumento de IgG sérica.

° Aumento de LDH, Triglicéridos, AST, CRP y ferritina sérica.

2. Los subgrupos de pacientes con leishmaniasis que presentan caracteristicas distintivas
propias son:
e Los pacientes en los que no se observo la Leishmania, en los que se objetiva una

menor produccion de anticuerpos.
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Los pacientes con infeccion VIH, con alteraciones medulares similares a las de
otros pacientes VIH sin leishmaniasis.

Los pacientes de origen africano subsahariano, que tienen una incidencia
anormalmente elevada de leishmaniasis visceral y las alteraciones medulares
caracteristicas de la leishmaniasis visceral mas acentuadas.

Los pacientes que cumplen criterios de Linfohistiocitosis Hemofagocitica.

3. A partir de los hallazgos diferenciales en médula dsea se ha elaborado un modelo

predictivo diagndstico que incluye tres de los pardmetros discriminativos de la médula

6sea (% de serie mieloide, % de células plasmaticas y cuantificacion de megacariocitos)

y que nos permite establecer la probabilidad de tener Leishmaniasis visceral en caso de

qgue el parasito Leishmania no se observe en la médula dsea.

Partiendo del modelo se han desarrollado un nomograma y un sistema
diagndstico de puntuacidn o score de 5 puntos (0 a 4) que permiten calcular con
facilidad la probabilidad de tener leishmaniasis visceral. Los pacientes con score
elevado (3-4 puntos) presentarian leishmaniasis visceral con una probabilidad
elevada (88-100%), mientras que los pacientes con score bajo (0 puntos)
presentarian una probabilidad nula (0%) de tener leishmaniasis visceral.

Se ha confirmado el buen rendimiento del modelo realizando una validacién
externa.

Se puede integrar el modelo dentro de dentro de un procedimiento global de
diagndstico clinico y toma de decisiones en casos de sospecha de leishmaniasis

visceral.
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10.2. Documentos éticos: autorizacion del Comité ético

. q Hospital Universitario :
de Fuenlabrada Comité Etico de Investigacion Clinica
SaludMadnd [ comunitad de Mozt

Camino del Melino, 2
28842 FUENLABRADA — MADRID (ESPARA)

APR 16058

D. Guillermo Plaza Mayor, Presidente del Comité Etico de Investigacion Clinica del
Hospital Universitario de Fuenlabrada.

CERTIFICA

Que este Comité ha evaluado el Estudio titulado: ““Alteraciones Hematoldgicas en
pacientes con Leishmaniasis Visceral: Andlisis del brote detectado en
Fuenlabrada entre 2009 y 2014."

y considera que:

» Se cumplen los requisitos necesarios de idoneidad del protocolo en relacion con
los objetivos del estudio y estan justificados los riesgos y molestias previsibles
para el sujeto.

* La capacidad del investigador y los medios disponibles son aproplados para
llevar a cabo el estudio.

s Son adecuados tanto el procedimiento para obtener el consentimiento
infermado como la compensacion prevista para los sujetos por dafios que
pudieran derivarse de su participacién en el ensayo.

* El alcance de las compensaciones econdmicas previstas no interfiere con el
respeto a los postulados éticos.

Y que este Comité acepta dicho Estudio, y como Investigador Principal:
Dr. Alfredo Bermejo Rodriguez

del Servicio de Hematologia y Hemoterapia
del Hospital Universitario de Fuenlabrada

Fuenlabrada, 28 de octubre de 2016
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10.3. Abreviaturas de uso habitual

ADE: ancho de distribucion eritrocitaria.

ALT: alanina aminotransferasa

AST: aspartato aminotrasferasa.

CLIA: ensayo quimioluminiscente indirecto.

CMV: citomegalovirus.

CRP: Proteina C reactiva.

Curva COR o ROC: curva de Caracteristica Operativa del Receptor.

DAT: test de aglutinacion directa.

ADN o DNA: acido desoxirribonucleico.

ELISA: ensayo ligado a enzimas por inmunoabsorcidn.

FDA: Food and Drug Administration (administracion de alimentos y medicamentos de los

Estados Unidos).

GGT: Gamma-glutamiltransferasa.

HLH: linfohistiocitosis hemofagocitica.

ilFAT: test indirecto de anticuerpos inmunofluorescentes.

IL: Interleucina.

IFN: Interferon.
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IgG, IgM e IgA: Inmunoglobulinas G, M y A.

LDH: Lactato dehidrogenasa.

LV: Leishmaniasis visceral.

MO: médula dsea.

NNN: medio de cultivo Novy-MacNel-Nicolle

OMS: Organizacion Mundial de la Salud.

PCR: reaccién en cadena de la polimerasa.

RDT: test o prueba de diagndstico rapido.

SMD: sindrome mielodisplasico.

TGF: factor de crecimiento transformante.

TNF: factor de necrosis tumoral.

VCM: volumen corpuscular medio

VEB: virus de Epstein Barr.

VIH: Virus de la inmunodeficiencia humana.

VSG: velocidad de sedimentacion globular.
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