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1. RESUMEN
Introduccidn: La leishmaniasis visceral (LV), o enfermedad de Kala Azar, es la mas grave de las cuatro
formas que puede presentar la leishmaniasis, enfermedad transmitida por mosquitos del género
Phlebotomus (mosca de la arena) que con la picadura inoculan un protozoo llamado Leishmania que
va a parasitar diferentes células y tejidos humanos. El Kala Azar es la forma sistémica o visceral, y tiene
una mortalidad del 95% si no es tratada. Kenia es uno de los 5 paises de Africa oriental con mayor
prevalencia. La carga global de esta enfermedad es desconocida puesto que la informacién acerca de
la prevalencia y distribuciéon de esta es insuficiente. Se trata de una de las seis Enfermedades
Desatendidas declaradas por la OMS en 2015 para Turkana.
El objetivo es el mejor conocimiento de la epidemiologia de la enfermedad y la mejora de la capacidad
diagndstica del equipo local del hospital de Lodwar (LCRH) mediante la introduccidn de la PCR para
deteccion del protozoo.
Material y métodos: Durante la XVIIl campafna de Cooperacion Internacional de Cirugia en Turkana, a
los pacientes con diagndstico clinico y test rdpido positivo de Kala-Azar se les tomd muestras de sangre
y datos demograficos y clinicos. Posteriormente, se extrajo el ADN con distintos métodos para
amplificacidn por PCR en tiempo real.
Resultados: Hubo 28 casos y recogimos el mismo numero de muestras clinicas de pacientes entre 1y
79 afios (media de 27 afios). La fiebre, como sintoma de sospecha, se presentd en el 75% de los
pacientes. Las muestras 21, 23, 27 y 29 resultaron PCR positiva (4/28, 14,3%). El 71,4% de los pacientes
habia comenzado con tratamiento anti-Leishmania en el momento de obtener la muestra.
Discusidn: La posibilidad de deteccidn de Leishmania en muestras de sangre de individuos infectados,
estd muy condicionada por la instauracién del tratamiento especifico contra el protozoo. De este
modo, la efectividad del método de PCR a tiempo real como sistema de confirmacién para falsos
positivos y pruebas rapidas dudosas, debe aplicarse antes de la instauracidn de tratamiento, y siempre
lo mds proximo posible al momento de diagnéstico de sospecha de la enfermedad.

PALABRAS CLAVE: Leishmania, Turkana, PCR, diagndstico, tratamiento.



ABSTRACT

Introduction: Visceral leishmaniasis (VL), or Kala Azar disease, is the most serious of the four forms
that leishmaniasis can present, a disease transmitted by mosquitoes of the genus Phlebotomus (sand
fly) that with the bite inoculate a protozoan called Leishmania that will parasitize different human cells
and tissues. Kala Azar is the systemic or visceral form, and has a mortality of 95% if left untreated.
Kenya is one of the 5 eastern African countries with the highest prevalence. The overall burden of this
disease is unknown since information about the prevalence and distribution of this disease is
insufficient. It is one of six Neglected Tropical Diseases (NTDs) declared by WHO in 2015 for Turkana.
The aim of this study is to better understand the epidemiology of the disease and improve the
diagnostic capacity of the local team of Lodwar Hospital (LCRH) by introducing PCR for protozoan
detection.

Material and methods: During the 18th International Cooperation Campaign of Cirugia en Turkana,
we took samples of blood and demographic and clinical data from patients with clinical diagnosis and
positive rapid test for Kala-Azar. Afterwards, the DNA was extracted with different methods for real-
time PCR amplification.

Results: There were 28 cases and we collected the same number of clinical samples from patients
between 1 and 79 years (mean of 27 years). Fever, as a symptom of suspicion, occurred in 75% of
patients. Samples number 21, 23, 27 and 29 were PCR positive (4/28, 14.3%). 71.4% of patients had
started anti-Leishmania treatment in the moment of taking the sample.

Discussion: The possibility of detection of Leishmania in blood samples from infected individuals is
highly conditioned by the establishment of specific treatment against the protozoan. Thus, the
effectiveness of the real-time PCR method as a confirmation system for false positives and doubtful
rapid tests should be applied before the establishment of the treatment, and always as close as
possible to the moment of suspecting the disease.

KEY WORDS: Leishmania, Turkana, PCR, diagnosis, treatment.



2. INTRODUCCION, HIPOTESIS Y OBJETIVOS
La leishmaniasis visceral (LV), o enfermedad de Kala Azar, es una enfermedad infecciosa crénica
parasitaria y potencialmente mortal, transmitida por el mosquito del género Phlebotomus (mosca de
la arena) que con la picadura inocula un protozoo llamado Leishmania. Se conocen unas 20 especies
de Leishmania y unas 90 de moscas de la arena, siendo prevalentes en paises en vias de desarrollo L.
donovaniy L. infantum. [1,2]

Leishmania sigue el siguiente ciclo bioldgico [3]:
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Figura 1. Ciclo bioldgico de Leishmania. Centers for Disease Control and Prevention Image Library.

Las personas se infectan cuando son mordidas por una mosca de la arena hembra infectada. Las
moscas de la arena inyectan una forma de los protozoos con flagelo (promastigotes). Los
promastigotes son fagocitados por macréfagos y en estas células, se desarrollan como formas no
flageladas o amastigotes. Se multiplican dentro de los macréfagos en varios tejidos, principalmente
higado, bazo, médula ésea y nddulos linfaticos. Cuando una mosca de la arena pica a una persona o
a un animal infectado, se infecta al ingerir sangre que contiene macréfagos con amastigotes en su

interior. Estos se convierten en promastigotes en la parte media del intestino de la mosca (intestino
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medio), en el que se multiplican, maduran y migran a las partes bucales de la mosca. Se inyectan en
un nuevo individuo cuando la mosca pica a otra persona, completando el ciclo.
En cuanto a la enfermedad, existen 4 formas de leishmaniasis [1,2]:

- La forma cutanea, la cual es la mas frecuente. Suele manifestarse como una papula que
evoluciona a una costra que se desprende dejando una ulcera, lo que se conoce como "botdn
de Oriente”.

- La mucocutdnea. Esta forma de leishmaniasis causa una destruccién parcial o total de las
membranas mucosas de la nariz, boca y garganta, llegando a necesitar, en ocasiones, cirugia
reconstructiva.

- La forma visceral (Kala Azar). El Kala Azar es la forma sistémica o visceral, y tiene una
mortalidad del 95% si no es tratada. La carga global de esta enfermedad es desconocida
puesto que la informacién acerca de la prevalencia y distribucion de esta es insuficiente [1] ya
que solo el 38% de los casos en Africa, son notificados. Sin embargo, se estima una incidencia
anual de 202.000-389.100 casos y una pérdida de 3.3. millones de Afios de Vida Ajustados por
Discapacidad (AVAD).

Las manifestaciones tipicas de la LV incluyen: brotes irregulares de fiebre de mas de 2

semanas de duracién, pérdida de peso, hepato y/o esplenomegalia, anemia y cambios en el
color de la piel. El periodo de incubacién va desde 10 dias a 34 meses. Sin embargo, la
mayoria de las personas infectadas desarrolla sintomas a las 2 semanas. El parasito puede
sobrevivir por décadas en individuos asintomaticos, quienes son una fuente importante de
transmision.

El diagndstico definitivo tradicionalmente se ha hecho por cultivo o confirmacion
microscépica de los amastigotes en aspirados de bazo, médula dsea o ganglios linfaticos. Sin
embargo, estos métodos resultan muy cruentos para el individuo y actualmente, estd

aprobado el test rapido rk39. Este test se basa en la deteccidon de anticuerpos contra el



antigeno (rk39) de L. chagasi en una muestra de sangre del paciente. Tiene una sensibilidad
del 93% y una especificidad del 90%. Esta prueba esta financiada por la OMS [4].

- La leishmaniasis dérmica post Kala Azar (Post Kala-azar Dermal Leishmaniasis). Esta forma
ocurre en un 5-20% de las ocasiones después de haber recibido tratamiento para la forma
visceral. Se caracteriza por lesiones cutaneas de diferente severidad y carga parasitaria, que
van desde maculas y papulas (menos severas, menos carga parasitaria) a nddulos (mas

graves, mas carga parasitaria).

En cuanto a la epidemiologia de la LV en Africa oriental, esta enfermedad constituye un problema de
salud publica en el Este de Africa pues ahi encontramos 5 de los 7 paises que mas contribuyen a la
carga mundial de LV, segln datos de la OMS de 2015 (en este afio fue declarada Enfermedad Tropical
Desatendida) [2]. Estos 5 paises son Etiopia, Sudan, Sudan del Sur, Kenia y Somalia [1].

Status of endemicity of visceral leishmaniasis worldwide, 2018
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Figura 2. Mapamundi donde podemos observar la distribucion de la LV (OMS 2018).



La enfermedad tiene un tratamiento basado en antimoniales pentavalentes. En Turkana se aplica el
esquema terapéutico siguiente:
- De primera linea: Estibogluconato de sodio (SSG) IV (Dosis: 20 mg/kg/dia) [5-10] +
paramomicina IM (Dosis: 11 mg/kg/dia). Duracién: 17 dias.
Actualmente, se usa esta combinacién porque permite reducir la duracion del tratamiento
de 30 dias (SSG monoterapia) a 17 [1,6,7]. Tasa de curacion: 95% [5-10]
- Segunda linea: anfotericina B liposomal. Dos posibles pautas de tratamiento: 1) 3mg/kg/dia

durante 10 dias 0; 2) 5 mg/kg/dia durante 6 dias. Tasa curacion: 90-100% [5,10]

El proyecto dentro del cual se engloba este trabajo esta titulado: “MIEJORA DE LA SALUD DEL PUEBLO
TURKANA MEDIANTE LA PREVENCION Y EL TRATAMIENTO DE LAS ENFERMEDADES TROPICALES
DESATENDIDAS”, dirigido por la Dra. Colom y financiado por la UMH y la Generalitat Valenciana. El
trabajo que se presenta corresponde al estudio de la Leishmaniasis visceral, y en concreto a su
epidemiologia y diagndstico.

Este proyecto esta disefiado para promover la salud de la poblacién del condado de Turkana. Hasta
Turkana se desplaza el equipo de medicina humanitaria “Cirugia en Turkana” [11] anualmente desde
el afio 2004 para llevar a cabo 2 semanas de campafia quirirgica. Este equipo estd formado por
médicos de diferentes especialidades, mayoritariamente cirujanos generales, que operan
altruistamente a los pacientes del hospital de referencia del condado, en Lodwar (Lodwar County &
Referral Hospital- LCRH). El condado de Turkana se encuentra al norte de Kenia, a orillas del lago

Turkana, en el Valle del Rift. Hace frontera con Uganda, Sudan del Sur y Etiopia.
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Figura 3. Localizacion del condado de Turkana (imagen modificada de internet).

En cuanto a la epidemiologia de la LV en el condado de Turkana, afecta mayoritariamente a nifos

con edades comprendidas entre los 4 y los 15 afos. El principal factor de riesgo es un bajo nivel

socioecondmico.

La incidencia de la enfermedad en Turkana se empezd a registrar en 2017, ya que no fue hasta el

afo 2016 cuando el Ministerio de Salud de Kenia saco las guias de diagndstico, tratamiento y

prevencion de la Leishmaniasis visceral o Kala Azar (“Diagnosis, Treatment, and Prevention of

Visceral Leishmaniasis (Kala-azar)”) tras su declaracion como enfermedad tropical desatendida por

la OMS.

Tabla 1. Numero de casos de
LV recogidos desde el afio
2017 hasta la actualidad en
el condado de Turkana.
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Figura 4. Representacion del numero de casos de LV desde el
aflo 2017 hasta la actualidad en Turkana.



Fue entonces cuando se empezd a estudiar y tratar la enfermedad, marcandose como objetivo, para
Kenia reducir la morbilidad por leishmaniasis un 60% y los brotes de esta enfermedad un 50% para
el afo 2025 [1]. Ademas, controlar los vectores responsables de transmitir la enfermedad [1,12,13].
La hipdtesis de este trabajo es:

El diagnédstico de Leishmaniasis visceral basado en aspectos clinicos y test rapido diagndstico (rk39),
puede enmascarar falsos positivos, ya que el método es muy sensible pero no tan especifico. Estos
podrian ser detectados mediante la amplificacion de ADN parasitario por PCR, que es un método
menos sensible pero mas especifico. Aplicar esta prueba puede mejorar la capacidad de manejo de
la enfermedad y el conocimiento mas preciso de la epidemiologia de la misma en Turkana.

Los objetivos, por tanto, son:

Objetivo primario: Mejorar el conocimiento sobre |la epidemiologia del Kala Azar en Turkana, por

mejora de la capacidad diagndstica del laboratorio local, mediante la introduccién de la técnica de
deteccién del protozoo por PCR.

Objetivos secundarios:

1. Comprobar la validez de la técnica PCR como método de descarte de falsos positivos en
el diagndstico de la Leishmaniasis visceral.

2. Estimarlafrecuencia de falsos positivos y el perfil de paciente en el que es mds probable.

3. Mejorar la formacion de los profesionales sanitarios locales para el correcto diagndstico
de Leishmaniasis.

4. Contribuir al mejor conocimiento de la epidemiologia de la Leishmaniasis.

3. MATERIAL y METODOS

3.1.Diseiio: Se trata de un estudio descriptivo, experimental y prospectivo. Este estudio se llevd a
cabo dentro del campo de actuacion de la XVIII campafia quirdrgica de la organizacidn Cirugia en
Turkana (12-26 febrero 2022). Se trabajé en terreno, en el hospital de Lodwar y en el laboratorio

de micologia médica de la Universidad Miguel Hernandez.
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3.2.Poblacién a estudio y seleccién de pacientes: La poblacién a estudio es la correspondiente al

condado de Turkana. Para valorar la efectividad del método diagndstico de Leishmaniasis visceral,
se seleccionaron los pacientes atendidos en el hospital de Lodwar (LCRH), que fueron
diagnosticados de Leishmaniasis visceral por sospecha clinica y Test Rapido Diagndstico (RDT) en
el periodo de 15 dias de duracidn de la campafia de cooperacion al desarrollo.

Estos pacientes fueron seleccionados por el Coordinador de las Enfermedades Tropicales
Desatendidas en Turkana (James Loree) aplicando los criterios de inclusién y exclusidn
establecidos en el proyecto.

Criterios de inclusién: pacientes con clinica de Leishmaniasis (fundamentalmente fiebre) y test

rapido positivo que ademas firmaran el Consentimiento Informado (anexo 2). Para informar a los
pacientes y obtener el consentimiento, fue fundamental la ayuda de los profesionales locales y
traductores de lengua turkana o suajili al inglés. En aquellos pacientes que no pudieran firmar por
ser menores de edad o estar incapacitados para ello, el consentimiento fue firmado por un adulto
responsable.

Por otro lado, no incluimos aquellos pacientes que no quisieron firmar el consentimiento
informado o que fueron menores no acompafiados por un adulto (criterios de exclusion).

El formulario de recogida de datos (anexo 3) incluye variables demograficas, clinicas y de
laboratorio. En cuanto a las variables demograficas, recogemos: la edad, el sexo, lugar de
residencia y la profesidén, entre otras. Las variables clinicas contemplan todas las posibles
manifestaciones clinicas de la enfermedad y si ha recibido tratamiento y en su caso, cual.
Finalmente, las variables de laboratorio recogen cémo se ha obtenido la muestra, su
procesamiento, el tipo de analisis realizado y los resultados obtenidos.

3.3.0btencidon de muestras de sangre. Las muestras se recogieron por puncién del pulpejo de un dedo

cuando no habia muestra obtenida por puncién venosa periférica (normalmente indicada para

analitica sanguinea mas completa). En cualquier caso, se aplicé tubo capilar para separar un
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pequefio volumen de sangre con la que se impregnaron unos discos de papel absorbente estéril

de 6 mm de diametro que se guardaron en seco en microtubos estériles.

It

Figura 5. Trabajo de campo en el LCRH. a) Valoracidn clinica de una de las pacientes ingresadas
con sintomas compatibles con LV. b) Recogida de sangre periférica por puncion del pulpejo e
impregnacion de discos de papel. c) Muestras de sangre obtenidas por puncién venosa y
separacion de alicuotas de las mismas mediante tubos capilares. Fotografias tomadas por
Gisela Fernandez-Pretel (a y b) y de Philip Marine y propias de la autora (c).
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3.4.Preparacién de las muestras. Dividimos cada muestra de sangre en dos microtubos. Uno se

conservé -209C. El otro tubo fue la muestra de trabajo para extraccion de ADN. Con este segundo
tubo, procedimos en primer lugar a lisar los hematies y eliminar la hemoglobina mediante lavado
de los papeles con agua destilada estéril. Posteriormente se centrifugd para obtener el precipitado
celular.

3.5.Extraccion de acidos nucleicos. El precipitado celular obtenido de las muestras fue sometido a

extraccién de acidos nucleicos mediante diferentes sistemas comerciales. Se eligié Instagene
Matrix (Biorad®), Plant/Fungi g DNA isolation kit (Nzytech®) y DNeasy Plant MiniKit (QIAGEN®). Se
trata de diferentes métodos para conseguir DNA valido y limpio. Se comenzd con el mas rapido-
barato (Instagene) y después se continud trabajando con el resto.

3.6.Amplificacion de dianas moleculares por PCR. Para la deteccidon del genoma de Leishmania se

utilizé un sistema comercial de PCR cualitativa LshSpp dtec-qPCR del laboratorio (Genetic Analysis
Strategies S.L. Elche, Alicante) que tiene como diana el DNA mitocondrial del parasito. Este
método tiene una sensibilidad del 90% y 100% de especificidad [14-17]. La amplificacion y lectura
se realizd con un equipo de PCR en tiempo real (modelo CFX Connect de Biorad ©) con el siguiente
protocolo de amplificacidn:

1. Activacion (952C): 2 minutos.

2. Desnaturalizacién (952C): 5 segundos. Se programo 40 ciclos a partir de este paso.

3. Hibridacién (602C): 20 segundos.

4. RESULTADOS
En el periodo acotado para el estudio, entre el 14 y el 26 de febrero de 2022, se recogieron 28 casos
de LV y el mismo numero de muestras clinicas. 19 de ellas fueron obtenidas por puncién venosa

periférica y 9 mediante la punciéon del pulpejo de un dedo.
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4.1.Variables demograficas: La distribucién por sexos de los pacientes estudiados fue 19 varones

frente a 9 mujeres (relacién 2:1). Con edades comprendidas entre los 1 y los 79 afios, con una

media de edad de 27 afios y una mediana de 21 afios.

Edades de los pacientes

1 afio- 10 afios

10 afios- 20 afios

20 afios- 40 afios

>4( afios

Figura 6. Grdfica de distribucion por edades de los pacientes estudiados.

La principal ocupacion de los mismos es ser pastor (46%), también se incluyeron nifios pequefios
(17,8%), estudiantes (14%) y amas de casa (10%).

Un 85,7% no ha viajado nunca fuera del condado de Turkana, frente a 4 pacientes de 28 que si lo ha
hecho. Todos son residentes del condado de Turkana, de zonas rurales (96,4%).

En lo referente al uso de métodos de proteccion contra la enfermedad, 14 pacientes nunca han
usado mosquitera y 21 no han usado repelentes.

Tabla 2. Numero de pacientes que hacen uso de mosquitera y repelentes de insectos en su vida diaria.

USO MOSQUITERA USO REPELENTES

Si, siempre 6 (21,4%) Si, siempre 0 (0%)
Si,aveces 8(28,6%) Si, a veces 7 (0,25%)
NO 14 (50%) NO 21 (75%)

4.2.En cuanto a las variables clinicas de los pacientes que estudiamos (figura 7), la mayoria

presentaba fiebre (21 casos, 75%), seguido de cefalea, esplenomegalia y pérdida de apetito (16

casos, 57%), debilidad y anorexia (14 casos, 50%), pérdida de peso (13 casos, 46%), dolor
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abdominal (10 casos, 35'7%), hepatomegalia (9 casos, 32%), ictericia (7 casos, 25%), epistaxis (6
casos, 21%), siendo los vomitos y el sangrado las manifestaciones que se dieron en menor

medida (2 casos, 7%).

Manifestaciones clinicas
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Figura 8. Distension abdominal
caracteristica de la LV debido a la
hepatoesplenomegalia en a)
paciente joven y b) de nifio de 3
afios de edad. Las marcas en la
piel son cicatrices resultantes de
la aplicacion del método
tradicional de tratamiento por el
que hacen cortes puesto que
tienen la creencia que “drenan”
la impureza 'y curan la
enfermedad. Fotografias
realizadas por la autora.
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Se siguieron las 2 pautas de tratamiento explicadas en la introduccion. En concreto, 22 pacientes
(22/28, 78,6%) recibieron la pauta combinada de SSG+ Paramomicina (17 dias) y, 6 pacientes (6/28,
21,4%) recibieron Anfotericina B liposomal (6 dias).

8 pacientes (8/28, 28,6%) NO habian comenzado el tratamiento en el momento de la toma de
muestras, a 14 pacientes (14/28, 50%) recogimos la muestra de sangre durante el mismo, y 6
pacientes (6/28, 21,4%) habian finalizado el tratamiento.

Los dias desde el inicio del tratamiento hasta la obtencidn de la muestra para PCR variaron desde 0
dias (la muestra se recogio el mismo dia que se comenzd con el tratamiento anti-Leishmania) y 33
dias en el caso de la pauta combinada y, entre 5 y 15 dias en el caso de la pauta con anfotericina B
liposomal. Con una media de 11 dias de tratamiento en la pauta combinada y 9 dias con anfotericina
B liposomal.

4.3.Resultados de laboratorio: Todos los pacientes incluidos en el estudio dieron un resultado

positivo en la prueba de diagndstico rapido (criterio de inclusion). De todos ellos se obtuvieron
muestras de sangre en diferentes momentos tras el diagndstico e instauracidn del tratamiento,
como se ha explicado anteriormente.

4.3.1. Extraccidn de acidos nucleicos. La primera extraccidn ensayada con el sistema

Instagene Matrix que se aplicé a las 11 primeras muestras, consiguié entre 1,7 y 7,7
ng/uL de ADN de las muestras. Una nueva alicuota de estas muestras se sometio a
extraccion mediante el sistema Plant/Fungi de Nzytech para sumar ambas cantidades.
Se consiguid entre 1,7 y 4,4 ng/uL. Finalmente, se extrajo con el método de Qiagen
(Plant Mini Kit) de las muestras 12 a la 29 y se consiguieron concentraciones de ADN
entre 2,9y 162 ng/ulL.

4.3.2. Amplificacion de secuencias especificas mediante PCR a tiempo real. Todas las

muestras fueron sometidas a amplificacion, resultando positivas 4 de ellas (4/28;

14,3%). Las muestras positivas corresponden con los pacientes 21, 23, 27 y 29 de los
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gue se extrajo sangre por puncién venosa. El ADN de estas muestras fue extraido con
el método de Qiagen.
Hubo 20 pacientes (20/28, 71,4%) que estaban siendo tratados o que ya habian finalizado el
tratamiento en el momento de recoger la muestra. De estos, 19 pacientes (19/20, 95%)
resultaron negativo en la PCR.

Tabla 3. Numero de pacientes que han recibido tratamiento antes de la obtencion de la
muestra para PCR y resultados de la misma.

PCR
POSITIVA NEGATIVA
Tratamiento si 1 19 20
antes de PCR no 3 5 8
4 24 28

5. DISCUSION

Los pacientes atendidos fueron mayoritariamente varones, en una relacién 2:1 con respecto a las
mujeres, lo cual esta descrito en la mayoria de las publicaciones cientificas [1,2,4,5]

La mayoria de ellos vivian en zonas rurales y pertenecian a un contexto socioeconémico bajo, siendo
el pastoreo la principal ocupacién de los mismos. Los turkana son una etnia de pastores ndémadas, que
viven en un contexto rural muy precario, lo que explica que no tengan acceso a barreras, ni fisicas ni
quimicas, de proteccidn contra los vectores. De ahi que el 50% de los pacientes infectados no usara
mosquitera y sélo un 0,25% hiciera uso de los repelentes de insectos.

La distribucién de casos, aunque la “n” es pequefia, en el territorio de Turkana muestra una mayor
prevalencia en la zona de Namoruputh (figura 9), donde se localizaron 11 de los 28 pacientes
estudiados (392%). En la figura 9 se ve que las zonas mas préximas a lagos y rios es donde se dan
mds casos de LV (es de esperar pues la mosca de la arena necesita de ambientes himedos para

reproducirse) [1,12,13]
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Figura 9. Mapa parcial del condado de Turkana. La flecha roja indica la localizacion de Namoruputh
en la ribera del rio Turkwel (captura de pantalla de
https.//www.google.com/maps/search/Namorputh.+Kenya/@3.1363296,35.5067228,10z?hl=es)

La mayoria de los pacientes presentaba la sintomatologia clinica mas tipica de esta enfermedad,
siendo la fiebre el sintoma mads caracteristico y presente en el 75% de los enfermos. La
esplenomegalia, que también se considera un signo caracteristico de la LV, estaba presente solo en el
57% de los pacientes. De hecho, algunos autores defienden que el tamafio del bazo no se corresponde

con el nivel de parasitemia en sangre [18].

El alto porcentaje de muestras que dieron un resultado negativo (85,7%) al aplicar la técnica de PCR a
tiempo real, fue totalmente inesperado, ya que todos ellos habian dado un resultado positivo en la
técnica rdpida de deteccidn de antigeno (RDT), aunque esta tiene una sensibilidad ligeramente mayor

que la PCR (93% frente a 90%). Consideramos que en esta situacion fue determinante el estatus
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terapéutico de los pacientes, ya que el RDT se realizd6 en el momento del diagndstico, cuando el
paciente presenta el cuadro clinico mas florido y supuestamente la carga parasitaria en sangre es mas
alta. Sin embargo, las muestras de sangre trabajadas en este estudio se obtuvieron tras un tiempo de
evolucién de la enfermedad de 25 dias de media (rango entre 9 y 90 dias), durante los cuales los
pacientes recibieron antiparasitarios y posiblemente aclararon la carga de ADN de Leishmania en
sangre.

Esto se ha descrito en otros trabajos publicados [14]. Por tanto, el estudio realizado en este periodo,
no nos resulta valido para comprobar la eficacia de la técnica PCR como método de descarte de falsos
positivos en el diagndstico de esta enfermedad.

Ademas del efecto negativo del tratamiento, tenemos que considerar una disminucién en la
sensibilidad del procedimiento por el deterioro que puede sufrir el DNA extraido de las muestras por
las condiciones de conservacién en el laboratorio de Turkana, en el que se producen frecuentes cortes
de suministro eléctrico, y el transporte hasta Alicante en el que no podemos garantizar la cadena de
frio en todo el recorrido.

También hay que afiadir respecto a la posible influencia en el resultado de la PCR de la carga parasitaria
y del estado de inmunidad del paciente, pues la respuesta al tratamiento depende del nimero de
linfocitos CD4/ CD8+, de la accidn de citokinas tipo 1y 2 (IL-2, IL-4, IL-12, IFN-y y TNF) y de la activacién
de especies reactivas de oxigeno (ROS) y oxido nitrico (NO) en los macréfagos [14, 18-20]. Con
respecto a la carga parasitaria, no tenemos estimacién de esta ya que no hay pruebas de visualizacién
directa ni se realizé PCR cuantitativa previa al tratamiento.

Otro aspecto de importancia es la cantidad y calidad del ADN que conseguimos traer hasta Alicante
desde Lodwar. El método de impregnacion de papeles absorbentes es muy util, sencillo y practico,
sobre todo si queremos trabajar con muestras minimamente invasivas, como la puncién del pulpejo
del dedo. La contrapartida es que la cantidad de muestra que se obtiene es escasa. En cada tubo se
impregnaron minimo 2 papeles absorbentes, cada uno con una capacidad de absorber entre 5y 10

microlitros de sangre, por tanto, cada muestra contenia entre 10 y 20 microlitros de sangre. Debemos
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tener en cuenta que las muestras que salieron positivas fueron todas de puncion venosa, que consigue

mas cantidad de sangre que por puncidn de pulpejo de dedo.

Como aspectos positivos en la realizacidén del estudio, es importante comentar el entrenamiento del
personal local en diversos métodos de procesamiento de muestras para extraccidn de acidos nucleicos

y disefo experimental para la aplicacion de herramientas alternativas al diagndstico con RDTs.

Las limitaciones de este trabajo son principalmente derivadas del modelo de desarrollo del estudio,
en el que el muestreo y la toma de datos se realizd en el transcurso de una campafia de cooperacion
internacional. En este sentido, tanto la disposicién de medios, como la restriccion de tiempo,
condicionaron el tamafio muestral y los procedimientos de laboratorio. Ademads, a pesar de que se
utiliza el inglés (lengua oficial en Kenia) en consulta y en documentos, muchos pacientes sélo hablan
turkana o suajili y es imprescindible la intervencién de intérpretes locales, con el sesgo y el
enlentecimiento que eso genera. Por otra parte, para revisar la pauta de tratamiento de los pacientes,
hay que consultar la historia en papel manuscrito, pues no tienen registro informatico. Y el acceso a

esas carpetas necesariamente pasa por la administracidn del centro.

Teniendo en cuenta estos resultados, pensamos que la prevencidon de la enfermedad es tan
importante como la deteccidn precoz y el tratamiento de esta. Es uno de los objetivos de la guia The
Strategic Plan for Control of Leishmaniasis 2021- 2025 [1]. A pesar de los medios disponibles en
Turkana, seguir formando al personal local y dotar de medios para el diagndstico y correcto manejo
de los casos es crucial para poder llevar a cabo las pruebas diagndsticas desde la aparicion de los
primeros sintomas, utilizando la PCR para los casos dudosos o con sintomas compatibles con otras

enfermedades que debuten con clinica similar (como la malaria) que den RDTs negativos o dudosos.
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6. CONCLUSIONES

La Leishmaniasis visceral constituye un problema importante en Turkana, que se ha puesto en
evidencia tras la declaracion por la OMS como enfermedad Tropical Desatendida.

La enfermedad afecta en mayor medida a los hombres con un nivel socioecondmico bajo, que viven
en entornos rurales préximos a rios o lagos, y que no utilizan medidas de proteccidén contra insectos.
La fiebre de mas de 2 semanas de duracidn es el sintoma principal de sospecha, y solo se acompafia
de esplenomegalia en el 57% de los casos.

El uso de la técnica de PCR para confirmacién del diagndstico establecido por RDT, debe aplicarse
siempre antes de la instauracion del tratamiento de la enfermedad.

Necesitamos ampliar el estudio tomando las muestras en el momento del diagndstico,
simultdaneamente a la realizacién de la RDT para tener una valoracion mas firme de la validez o no de
la técnica propuesta.

El método de extraccion de ADN con el que hemos conseguido mayores concentraciones de material
genético es Qiagen, por lo que en sucesivas muestras se comenzard a trabajar con este método

directamente.
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Anexo 2. Consentimiento Informado

RESEARCH PROJECT NTDs IN TURKANA

Universidad Miguel Hernandez — Lodwar County and Referral Hospital
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Mgt Horminde J. Loree (LCRH) - C. Hernandez (UCM - Cirugia en Turkana)
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for the participation in the research project NTDs in Turkana
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about:

1.- Procedure identification, description and objectives.

The medical team of Lodwar Hospital together with experts from the University Miguel
Hernandez and the surgical team of Cirugia en Turkana (both Spanish), are conducting a
research study on three of the Neglected Tropical Diseases (NTDs) more prevalent in Turkana:
Mycetoma, which consists of a skin infection that progresses slowly until generating disability;
Kala azar, which is an infection transmitted by the bite of mosquitoes that inoculate a protozoan
called Leishmania that generates fever and serious deterioration and that without treatment has
a very high mortality; and snakebites that also cause death and disability in Turkana County. In
order to detect and identify the microorganisms involved in the infection, some samples and
images of the lesions should be taken. The analysis of these samples will lead to establish
measures for adequate treatment and prevention of the disease. Apart from the samples and
images, it would also be necessary to collect personal and clinical data.

2.- Benefits expected to be achieved

| will not receive any financial compensation but may be treated and cared to prevent
recurrence. Also, if the research is successful, my contribution will help other Turkana people to
avoid this disease or get adequate treatment for it.

3.- Reasonable alternatives
The decision to allow the analysis of my data is totally voluntary, can deny me and even can
revoke my consent at any time, without having to give any explanation.

4.-foreseeable consequences of its realization and the non-realization
If | decide freely and voluntarily allow the evaluation of my data, | shall be entitled to be informed
of the results of the investigation.

5.- Frequent and uncommon risks
Assessing my clinical, demographic and background data will never pose an additional risk to my
health.

6.-Risks and consequences depending on the personal clinical situation of the patient
and his personal or professional circumstances

To obtain valid samples for the study, sometimes an aggressive procedure has to be performed
removing a small part of skin and subcutaneous tissue. In other cases, a vein puncture is
necessary to obtain blood. Worsening the situation of the lesions as well as pain will be avoided
at all time.

7.-Protection of personal data and confidentiality.
Information about my personal data and health as well as the images of my lesions, will be

incorporated and treated in a computerized database in compliance with the guarantees
established by the law on the protection of personal data and the health legislation of Spain and
NTDsICV1-04052020
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the European Union (law Organic 3/2018, of 5 December). The transfer to other research
centers of the information contained in the databases and concerning my state of health will be
made by means of an identification code that prevents that | can be identified directly or
indirectly. If | decide to revoke the consent | now make, my data will not be used in any
investigation after the date | have withdrawn my consent, although the data obtained up to that
time will continue to be part of the investigation.

| understand that:
My choice is voluntary, and | can revoke my consent at any time, without having to give
explanations and without this impact in my medical care.

| give my consent to the research team of the NTDs project in Turkana, to use my data for
medical research, always keeping my anonymity and the confidentiality of my data.

The information and this document have been provided to me sufficiently in advance to reflect
calmly and make my decision freely and responsibly.

| have understood the explanations that | have been given in a clear and simple language and
the health professional who has attended me has allowed me to make all the comments and
clarified all the doubts | have raised.

{©210)011 111~ 1|1 O O TS O SR NS

Therefore, | am satisfied with the information received and, in such condition, | agree, and |
allow the use of my clinical and demographic data for research.

Turkana, ............... = 200

Signature of the patient Signature of the translator Signature of the doctor

(or fingerprint)

Signed: ....coooeeveeeeee Signed: ......ccooeiiiiieeee Signed: .....oooeeiiiiieeee
(Complete name) (complete name) (complete name)

Project carried out by the Miguel Herndndez University, in collaboration with the Turkana County Reference
Hospital in Lodwar and by the humanitarian medicine team Surgery in Turkana, under the direction of Dr.
Maria Francisca Colom Valiente, Professor of Microbiology and director of the research group in Applied
Biomedicine of the Alicante Institute of Health and Biomedical Research (UMH-ISABIAL). Responsible of
Turkana Team: J. Loree (Turkana Neglected Tropical Diseases); Responsible of Cirugia en Turkana Surgery
Team: Carmen Herndndez (Professor at Universidad Complutense de Madrid).
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“ Cirugia en Turkana

\\\ UNIVERSITAS MF. Colom — UMH-ISABIAL (Principal Investigator)

Miguel Herndndez J. Loree (LCRH) - C. Hernandez (UCM — Cirugia en Turkana)

WITHDRAWAL OF CONSENT FOR RESEARCH

Do s S S Y SV S S S R S SR S as patlent (or representing
RS PAUONE ..ccnvinnmununnsmmin e s s s e S R AT eSS ) of ..... years of age,
HOMIGHE TN s i v e ST T o PR T oo

1B 1] s PO ———— | revoke the consent provided on a date.. y
give with this date ended, without having to give explanations and W|thout this |mpact in my
medical care.

i 317,71 - nmm— S ;20250

Signature of the patient Signature of the translator Signature of the doctor

(or fingerprint)

Signéd: seswanmananns Signed:wnrsnnnmaaans Signed: sawananrs ey
(Complete name) (complete name) (complete name)

Project carried out by the Miguel Hernandez University, in collaboration with the Turkana County
Referral Hospital in Lodwar and by the humanitarian medicine team Surgery in Turkana, under the
direction of Dr. Maria Francisca Colom Valiente, Professor of Microbiology and director of the research
group in Applied Biomedicine of the Alicante Institute of Health and Biomedical Research (UMH-
ISABIAL). Responsible of Turkana Team: J. Loree (Turkana Neglected Tropical Diseases); Responsible of
Cirugia en Turkana Surgery Team: Carmen Hernandez (Professor at Universidad Complutense de
Madrid).
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Anexo 3. Formulario de recogida de datos

RESEARCH PROJECT NTDs IN TURKANA

3 Mycetoma, Kala azar and Snakebites
g University Miguel Hernandez + Lodwar County & Referral Hospital
Cirugia in Turkana
Miguel Hernandex
PATIENT DATA SHEET
INSTRUCCIONS

Once the informed consent is signed, the patient will be assigned a number that will be the
result of adding to the campaign code (T2020), three digits correlatively and ascending,
starting with 001. Thus, for example, the first patient included in the study in the 2021
campaign is K2021/001. The microbiology team will keep the list with the identification of
each patient, but only the patient code will be shown on the data collection sheet as the
only identifier.

PATIENT NUMBER SEX: Male Female
HEREREREN
AGE (years) DATE OF THE SAMPLE TAKING (dd/mm/yyyy)

BF=—=—1"1 & 12N

PLACE OF RESIDENCE (locality / province / country): FROM YEAR:

LOCATION OF THE HOUSE: [T URBAN (City) CJRURAL (Village) CJ RURAL (apart)
WATER IN THE PROXIMITY: O NO [ YES River.....covmeesnee Lake......ccccvervrrernenenn. Other:

USE OF MOSQUITO REPELENTS: [0 NO [0 OCCASIONALLY OO FREQUENTLY [0 ALWAYS (DAILY)

USE OF MOSQUITO NET FOR BED: O NO OO YES CJONLY OCCASIONALLY

PROFESSION/ SPECIAL RISK ACTIVITIES (Agricultural activity, shepherd, construction, firewood
management, wood industry...):

TRAVELS OUTSIDE TURKANA COUNTY? I YES ONO
If yes, PLACE: YEAR:

NTDKv1 03/05/2020
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Mycetoma, Kala azar and Snakebites
University Miguel Hernandez + Lodwar County & Referral Hospital
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VL DIAGNOSIS (check all that apply):

1. Symptoms (tick all that apply):

Fever Number of days Temperature:
Headache Epistaxis Jaundice
vomiting Anorexia Poor appetite
Abdominal pain Splenomegaly Hepatomegaly
weight loss Specify: Kilograms/pounds
weakness Bleeding

2. Estimated time of evolution of the situation:

3.

Any other previous disease:
Diagnosed as:

Described as:

When: For how long:

Treatment: specify drug, dose, and duration:

Any other family/group member with the same problem? o YES oNO
If YES, how many? ......... Do they live together in a daily basis? o YES o NO

SAMPLE FOR DIAGNOSIS (Check all that apply):

1. Kind of sample:

[ Blood [ Surgical sample O other (specify)
2. Collected by:

[0 Vein puncture [J Aspirate [J Biopsy

L] Ot (SPEEIN )suusissevusosussunesmssassassassassinisssansssssnss sivassass svaasisssns sesssdens e sosvans s assnsaseansanesasnns

DATACOLLECTED:BY: sorisumansonssnsonssosnsasransussarnassasisssunsesssnsessasinessssmssunsnssnins sssansassnssnssisioniaioniss ioniasiassonas

Signature
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