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RESUMEN

Introduccidn: El Micetoma es una enfermedad infecciosa crénica que afecta a la piel y el tejido celular
subcutdneo y que conlleva una significativa discapacidad. Fue reconocida por la OMS como una
Enfermedad Tropical Desatendida (ETD) en el afio 2016. Debido a la falta de investigacion, es crucial
profundizar en el conocimiento del agente etioldgico y su nicho en la naturaleza con la finalidad de
mejorar su diagndstico, tratamiento y prevencion. Metodologia: Se seleccionaron pacientes del
condado de Turkana con diagndstico clinico de micetoma, se recogieron datos clinicos y demograficos
y se tomaron muestras. Todas las muestras fueron procesadas por cultivo (agar nutritivo, agar
Sabouraud y medio Horikoshi), biologia molecular, PCR y secuenciacién para su identificacion.
Resultados: Se atendieron 41 pacientes de entre 12 y 80 afios, mayoritariamente hombres (30;
73,17%) de los que se obtuvieron biopsias (23; 54,76%), exudados (4; 9,52%), puncidn aspirativa con
aguja fina (11;26,19%) y 4 piezas quirurgica (9,52%). La mayoria eran pastores (17; 41,46%); la
localizacion de las lesiones mas frecuente fueron los pies (35; 85,36%) y los pacientes,
mayoritariamente utilizaban calzado abierto. El tamafio de la lesién y el tiempo de evolucién de la
enfermedad fue muy variado, con una moda de 6 ainos de evolucion. En cuanto al color de los granos
supurados a través de fistulas causadas por la lesién se dataron 11 granos negros (26,82%) y 18 blancos
y amarillos (43,9%). Tras la extraccion y amplificacién del DNA de las muestras de pacientes y los
cultivos realizados se identificaron microorganismos como Paraphaeosphaeria neglecta, Curvularia
sp, Alternaria sp,Chaetomium convolutum o Streptomyces somaliensis que han sido descritos como
agentes etiolégicos de micetoma. Discusion: El estudio muestra la presencia de agentes reconocidos
como causantes de eumicetoma y actinomicetoma descritos previamente en la literatura. A pesar de
que podemos encontrar actinomicetomas, predomina el eumicetoma, siendo los hongos los
responsables de producir dicha enfermedad. El método de recogida de muestra clinica que mejor
resultado proporciona es la puncién aspiraciéon con aguja fina. El nuevo medio de cultivo utilizado,
medui Horikoshi, permitié el aislamiento de microorganismos que no habian crecido en los medios
convencionales, sin embargo, no eran agentes causantes de micetoma. Conclusién: El condado de
Turkana (Kenia) tiene una elevada prevalencia de micetoma que afecta fundamentalmente a hombres
de unos 30 afios que se dedican al pastoreo y no llevan calzado o utilizan de tipo abierto. Palabras
clave: micetoma, Turkana, Kenia, actinomicetoma, eumicetoma, agente etioldgico, nicho ecoldgico.



ABSTRACT

Introduction: Mycetoma is a chronic infectious disease affecting the skin and subcutaneous cellular
tissue that leads to significant disability. It was recognized by WHO as a Neglected Tropical Disease
(NTD) in 2016. Due to the lack of research, it is crucial to deepen the knowledge of the etiological
agent and its niche in nature in order to improve its diagnosis, treatment and prevention.
Methodology: 41 patients (42 samples) with mycetoma from Turkana County were studied. All
samples were processed (culture, DNA extraction and PCR) and sequenced for identification. Results:
40 patients aged 12 to 80 years, mostly males (30; 73,17%), were attended, and biopsies (23; 54,76%),
exudates (4; 9,52%), fine-needle aspiration (11; 26,19%) and 4 surgical pieces(9,52%) were obtained.
The majority were shepherds (17; 41,46%); the feet (35; 85,36%) were the most frequent location of
the lesions and the patients mostly wore open shoes. The size of the lesion and the time of evolution
of the disease varied widely, with a mode of 6 years of evolution. As for the color of the festering
grains through fistulas caused by the lesion, 11 black grains (26,82%) and 18 white and yellow grains
(43,9%) were dated. All samples were cultured on Nutrient Agar (NA), Sabouraud Agar (SDA) and some
on Horikoshi medium. After extraction and amplification of DNA from patient samples and cultures,
microorganisms such as Paraphaeosphaeria neglecta, Curvularia, Alternaria, Chaetomium convolutum
or Styreptomyces somaliensis, which have been described as etiological agents of mycetoma, were
obtained. Discussion: The study shows the presence of agents recognized as causing eumycetoma
and actinomycetoma previously described in the literature. Although we can find actinomycetomas,
eumycetoma predominates, which is caused by fungi. The clinical sample collection method that
provides the best result is fine needle aspiration. Samples were cultured on new media with
characteristics similar to those of the Turkana County soil and growth was obtained on some that had
not been grown before, however, no good yield was obtained as they were not mycetoma-causing
agents. Conclusion: Turkana County (Kenya) has a high prevalence of mycetoma affecting mainly men
in their 30s who are shepherds. The most likely source of infection is acacia trees, aided by the habit
of not wearing shoes or wearing open type shoes. Key words: mycetoma, Turkana, Kenya,
actinomycetoma, eumycetoma, etiologic agent, ecological niche.



El TFG aqui desarrollado, ha sido confeccionado en la modalidad Trabajo Fin de Grado

Interdisciplinar (TFGi).

Tratamiento y prevencion del micetoma, una enfermedad desatendida en Turkana (Kenia)

prevencion de la adquisicion

Riesgo de Prevencion de los
adquisicion: comportamientos
Presencia de que llevan a

agentes causales en lesiones graves e
suelo y vegetales invalidantes

Biotecnologia Bellas Artes

Podologia Medicina
Diseminacion en Afectacion clinica,
los diagndstico
compartimentos etiologico y
anatomicos del pie tratamiento

estudio clinico y diagnostico

Esquema representativo del trabajo interdisciplinar con la relacion entre los cuatro grados implicados en el
mismo proyecto.

Este modelo de TFG nace de un programa de Innovacién Docente donde, de manera
colaborativa y dentro de un equipo integrado por estudiantes y tutores de diferentes
titulaciones, se desarrolla una idea de proyecto, un proyecto real, el propdsito de una
empresa o ONG o resolucién integral de un problema. Ademds, sobre las bases de
colaboracién entre estudiantes y profesores con competencias vinculadas a diferentes

cuestiones, se podran plantear nuevas investigaciones o desarrollos novedosos.

Asi pues, los contenidos de este TFG comprenden la contextualizacién, objetivos,
metodologia, y conclusiones propias de la titulacién, y, ademas, presentan el proceso
interdisciplinar desarrollado por el equipo en el desarrollo del proyecto. Este trabajo de

investigacion incluye de forma resumida, los aspectos mas importantes de los contenidos



desarrollados por el resto de las titulaciones que no se pueden separar para conservar el

cardacter interdisciplinar de este TFGi.

En este TFGi han participado 4 estudiantes de distintos grados de la UMH: una estudiante de
Titulaciéon de Grado en Medicina, Ester Garcia Gracia, tutorizada por la profesora Maria
Francisca Colom Valiente, una estudiante de Grado en Podologia, Génesis Zambel Tobar
Cueva, tutorizada por la profesora Nuria Padrds Flores, una estudiante de Grado en
Biotecnologia, Esther Sdez Banuz, tutorizada por la profesora Consuelo Ferrer Rodriguez, y un
estudiante de Grado en Bellas Artes, Jaime Bernabéu Fernandez, tutorizado por la profesora
Rocio Cifuentes Albeza. El trabajo ha sido coordinado por las profesoras Francisca Colom
Valiente y Mari Carmen Lillo Navarro. En él hemos desarrollado un proyecto titulado:

Tratamiento y prevencion del micetoma, una enfermedad desatendida en Turkana (Kenia).



INTRODUCCION

Enfermedades tropicales desatendidas

Las enfermedades tropicales desatendidas (ETD) se definen como un grupo heterogéneo de
20 enfermedades, prevalentes en areas tropicales, que afectan a mas de mil millones de
personas, con escasos recursos destinados a ellas y a las que apenas se le da visibilidad en los
programas de salud mundial. Pueden tener consecuencias negativas en el dmbito social,
(problemas de estigma y exclusion social), ademas de econdmicas y por supuesto, de salud.
El principal factor de riesgo para las ETD es la condicién socioecondémica, la pobreza, malas
condiciones de vivienda y saneamientos o exposicion ambiental sin proteccién. Ademas, la
desnutricion, agrava el curso de estas patologias que junto a la falta de informacion vy

desconocimiento no permiten su prevencién (1).

La Agenda 2030, es un acuerdo al que se comprometieron 193 paises en 2015, con la
intencion de alcanzar los 17 Objetivos de Desarrollo Sostenible (ODS) de Naciones Unidas (2).
Dichos objetivos consisten en acabar con la pobreza, proteger al planeta y conseguir la
igualdad entre las personas. En relacién con este trabajo, cabe destacar el ODS 3 “Salud y
bienestar” y concretamente la meta 3.3 «poner fin a las epidemias de [...] enfermedades
tropicales desatendidas». Las actividades para la prevencidn y tratamiento de las ETD también
colaboran con muchos otros ODS como el 1 “Fin de la pobreza”, 2 “Hambre cero”, 4
“Educacién de calidad”, 5 “lgualdad de género”, 8 “Trabajo decente y crecimiento
econdmico”, 10 “Reduccion de las desigualdades” y 17 “Alianzas para lograr los objetivos”.
Aparte de estos también puede estar relacionado con la promocién del objetivo nimero 6

“Agua limpia y saneamiento” (3).



Micetoma

En nuestra zona de estudio, Turkana, encontramos 6 de las 20 Enfermedades Tropicales
Desatendidas (ETD): tracoma, filariasis, mordedura de serpiente, micetoma, leishmaniasis
visceral o Kala azar e hidatidosis. Concretamente, el presente trabajo estard centrado en el

micetoma.

El micetoma es una infeccién crénica del tejido celular subcutdneo que puede ser causado
por bacterias (actinomicetoma) o por hongos (eumicetoma). Segun los estudios realizados
hasta el momento, la enfermedad se presenta en ambientes tropicales y subtropicales
caracterizados por temporadas cortas de lluvias y temporadas secas prolongadas que
favorecen el crecimiento de arbustos espinosos, ya que se cree que la infeccidn se adquiere
por inoculacidon traumatica o una lesién penetrante, cominmente, pinchazos de espinas.
Aunque generalmente afecta al pie, otras partes del cuerpo, como las piernas, la espalda, las
manos, la cabeza y el cuello también pueden estar involucradas (Figura 1). Las personas de
baja condicidn socioecondmica que caminan descalzas y los trabajadores manuales, como los
agricultores y pastores, son los mas afectados. La infeccidn no se transmite directamente de
persona a persona y no se ha demostrado que ningln reservorio animal esté involucrado en

la transmision (4).



localizaciones: mano, rodilla, cadera y cara.

Los casos ocurren predominantemente en el Ilamado "cinturén de micetoma", que involucra
a América Central y del Sur (México y Republica Bolivariana de Venezuela, Africa (paises de la
subregion del Sahel, desde Senegal en el Oeste hasta Sudan y Somalia en el Este), Oriente

Medio (Arabia Saudita y Yemen) y Asia meridional (India) (4).

Los diferentes agentes etioldgicos del micetoma producen una presentacién clinica casi
idéntica. El diagnostico clinico se realiza mediante la triada del micetoma: masas subcutaneas
indoloras con pequefias cavidades o fistulas que se abren sobre la piel y supuracidn de granos
visibles (granulos que representan colonias de agentes infecciosos) que pueden ser de ayuda
en la orientacion diagndstica. Se disemina por contigliidad afectando a piel, estructuras

profundas y el hueso (4).



El periodo de incubacién de la enfermedad es muy variable. Dada su lenta progresién,
naturaleza indolora e ignorancia sobre la enfermedad, muchos pacientes presentan
enfermedad tardia, cuando la amputacién puede ser el Unico tratamiento disponible.

Ademas, la infeccidn bacteriana secundaria es comun (4).

Los organismos causantes pueden identificarse mediante analisis de la secrecidn de heridas,
los granos supurados, biopsias o tejidos quirdrgicos. Otras técnicas Utiles para el diagnéstico
de micetoma incluyen las técnicas de imagen, como radiografia o ecografia que pueden
ayudar a determinar la extensidn de la lesion (3). En la ecografia se puede observar un patrén
caracteristico denominado “dot in circle” que corresponde con el granuloma inflamatorio del

micetoma (5).

En cuanto al tratamiento médico de los eumicetomas es fundamentalmente itraconazol 400
mg diarios o mas combinado con cirugia (6). El uso de imidazoles tiene el inconveniente de su
alto costo, y muchos de los pacientes no pueden cubrir estos gastos médicos. Los
actinomicetomas son tratados con cotrimoxazol, una combinacién de sulfametoxazol y
trimetoprima que sigue siendo el tratamiento de eleccién. Se recomienda una duracién
minima de un afo incluso en caso de recuperacion aparente para evitar una reanudacién del
proceso. Se continuara la pauta si la respuesta es incompleta al cabo de un afo, adaptandose

la duracidn a la respuesta clinica (7, 8).

Para las lesiones localizadas en zonas especiales como son el tronco, cabeza y cuello,
encontramos algunos estudios que sugieren un prondstico malo y una alta morbimortalidad.
Por regla general si no se observa mejoria tras un ciclo de tratamiento médico requieren

tratamiento quirdrgico lo antes posible (9).



Contexto geografico: Turkana
Este trabajo tiene como objetivo describir la situaciéon de una de estas enfermedades

tropicales olvidadas, el micetoma, en una de las regiones mas pobres de Kenia, el condado de
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Turkana se encuentra al noroeste de Kenia en la regidn del valle del Rift y su capital es Lodwar.

Tiene una poblacién censada de 926.976 habitantes (10) que habitan en una superficie de

68,680.3 Km?(9).
Una cuarta parte de la poblacién del condado es de etnia Turkana y se dedican,

principalmente, al pastoreo semindmada. Subsisten mediante el pastoreo de cabras y mas
anecddticamente camellos, burros y vacas, siendo utilizados, ademas, como medio de

trueque. Los animales determinan la riqueza y la posicidn social y condicionan su modo de

vida (11).



La figura del médico queda relegada a los llamados Clinical Officer que podria ser descrito
como un enfermero de practica avanzada con capacidad diagndstica y de prescripciéon (10,11).
Estos ejercen su funcién en los escasos hospitales que hay alrededor en el condado,
normalmente en medio urbano. Teniendo en cuenta que aproximadamente el 86% de la
poblacién en Turkana vive en el dmbito rural, la atencidn sanitaria por parte del gobierno es

muy limitada. El resto, es llevado a cabo por la Didcesis Catdlica de Lodwar y por ONG’s (12).

Cirugia en Turkana es un proyecto de cooperacidon que nacié en 2004 con la finalidad de
proporcionar atencion médica a esta zona. Anualmente se organiza una expedicidn
multidisciplinar organizada en torno a profesionales del dmbito quirdrgicoy, en los ultimos afios
se ha incorporado al programa microbiologia y técnicas de imagen. Ademas, se llevan a cabo
programas de docencia tanto para médicos, residentes y estudiantes de medicina que acuden
como voluntarios, como de formacidon externa dirigida al personal local. A partir de las
enfermedades atendidas se han iniciado diferentes lineas de investigacidn que han permitido
realizar estudios sobre telemedicina, nutricion, enfermedades de transmisidon sexual o ETD

como el micetoma.

Antecedentes

El equipo de investigacién del Laboratorio de micologia Médica de la UMH junto con la ONG
Cirugia en Turkana y el Hospital de Referencia del condado en Lodwar (Lodwar County
Referral Hospital - LCRH) vienen desarrollando desde 2019 un proyecto denominado:
Enfermedades Tropicales Desatendidas en Turkana: mejora de la salud del pueblo Turkana.
Este proyecto se centra especialmente en cuatro de las ETD descritas en la zona: micetoma,

leishmaniasis, hidatidosis y mordedura de serpiente.



En lo que a micetoma se refiere, en estos afios se han recogido y documentado 98 casos. Los
primeros 60 se describen en un articulo recientemente publicado (5). En este TFG se recogen
los aspectos clinicos y de diagndstico de laboratorio de los casos trabajados en Turkana desde

febrero de 2023 hasta febrero de este afio 2024.

HIPOTESIS

Conocer la epidemiologia, factores de riesgo y agentes causales del micetoma es la base para
implementar medidas de control que permitan la mejora global de la salud de la poblacién de
Turkana. Estas medidas tendran una efectividad éptima, si son disefiadas y aplicadas por los
técnicos sanitarios locales y la poblacidn atendida entiende las estrategias y colabora con las

mismas.

OBJETIVOS

- Objetivo primario:

Contribuir al mejor conocimiento del micetoma en Turkana a través del estudio clinico y de
laboratorio de los casos detectados en las campafias de cooperacion de 2023 y 2024 de la

ONG Cirugia en Turkana.

- Objetivos secundarios:

1. Identificar los rasgos clinicos del micetoma en los pacientes atendidos en Turkana en el

periodo del estudio.

2. Valorar la efectividad de las distintas técnicas empleadas en la obtencidn de muestras de
micetoma (biopsia quirdrgica, exudado, aspiraciéon ecoguiada), mediante diagndstico de

laboratorio por cultivo y biologia molecular.



2. Identificar los agentes causales de los casos de micetoma por estudio fenotipico y mediante

amplificacién y secuenciacién de regiones identificativas del DNA (ITS y 16S).

4. Colaborar en la difusién del conocimiento a la poblacién general sobre las ETD que afectan
al condado de Turkana, su prevencién, y la necesidad de comunicar los procesos en estadios

iniciales.

METODOLOGIA

Disefio

Se trata de un estudio observacional, prospectivo, transversal y multicéntrico.

Poblacion estudiada

El presente trabajo se ha llevado a cabo en el periodo entre enero de 2023 y marzo de 2024,
incluyendo las dos campanfas en terreno que organiza la ONG Cirugia en Turkana. Esta realiza
la seleccion de equipo médico y de estudiantes cooperantes y facilita toda la logistica del
desplazamiento y estancia en Turkana, ademas de la pre-seleccién de pacientes. Los pacientes
son atendidos en 3 localizaciones: Hospital de referencia de Lodwar (LCRH), Hospital de la

mision de Kakuma y dispensario de Nariokotome.

Los pacientes son seleccionados previamente por los sanitarios de la zona, que trabajan en
coordinacion con el equipo de Cirugia en Turkana. Durante la campafia se estudian todos los
posibles casos en consulta, se realiza el diagndstico clinico y se procede a realizar una
entrevista, son recogida de datos, en la cual se les informara de la existencia del proyecto, las
condiciones para participar en él y por supuesto se solicitard su aprobacién para participar

mediante la firma del documento de Consentimiento informado. (Anexo 1)



Criterios de inclusion

Los criterios de inclusiéon fueron: pacientes con lesiones sospechosas de micetoma que den
su consentimiento tras recibir la informacién sobre el estudio. Para asegurarnos de la
comprensién del consentimiento informado contamos con la ayuda de traductores al suajili y
al turkana. En cuanto a los criterios de exclusion, no se realizé toma de muestras a aquellos
pacientes que no comprendan las explicaciones del intérprete o que, en caso de entenderlas,

se nieguen a dar el consentimiento correspondiente.

Variables

Se toman datos de variables demograficas y clinicas, asi como fotografias de las lesiones que
presentan. Las variables demograficas a tener en cuenta fueron edad, sexo, poblacién de
residencia, profesion o actividad principal (agricola, ganadera, artesania, etc), y otras que
puedan considerarse de interés. Las clinicas incluyeron localizacién y tamano de las lesiones,
aspecto externo, supuracion, color de los granos supurados, y otras. También se recogieron
datos clinicos y antecedentes familiares de enfermedad. Todas las variables recogidas

aparecen en la Hoja de datos del paciente (Anexo 2).

Toma de muestras

Se realiza principalmente por biopsia, pero también tomamos exudados, piezas quirurgicas
completas y como incorporacion en el ultimo afio (2024), se tomaron muestras mediante
puncion aspiracion ECO guiada. Las biopsias y piezas quirdrgicas las tomaron cirujanos del
equipo bajo anestesia local en el quiré6fano del LCRH. Los exudados los tomamos en el

laboratorio o consulta con hisopo estéril y las aspiraciones con puncién las realizé el radidlogo



intervencionista. Todas las muestras fueron transportadas inmediatamente al laboratorio del

LCRH para ser procesadas.

Procesamiento de las muestras.

Todas las muestras se lavaron con solucién salina o alcohol y se cortaron en fragmentos
pequeiios. Las muestras fueron fragmentadas en condiciones estériles y uno de los
fragmentos se introdujo en un microtubo estéril y se congelé a -409C. El resto se repartid en
dos grupos: al menos 2 fragmentos para cultivo y uno para extraccion de DNA directamente

de la muestra clinica.

Cultivo de las muestras clinicas

Una parte de estos fragmentos se sembraron en placas de Agar Sabouraud Dextrosay en Agar
Nutritivo diluido. En 2024, ademas afiadimos un nuevo medio salino para aislamiento de
actinobacterias alcaldfilas (medio de Horikoshi) (13). Todos los cultivos se incubaron a
temperatura ambiente durante al menos 21 dias. Tras el crecimiento de los microorganismos,
se tomaron fotografias con detalle del aspecto macroscépico de los cultivos, asi como se
realizd observacién microscépica de los mismos con tincion de azul de lactofenol (hongos) y
tincion de Gram (bacterias) y se obtuvieron las microfotografias correspondientes. La
macroscépica se hizo con ojo desnudo y lente de aumento y se anotaron las caracteristicas
morfoldgicas centrdandonos especialmente en el color de los granos. Posteriormente, se
realizé tincion de azul de lactofenol y Gram seguido de observacién en microscopio dptico

convencional.



En el caso de las bacterias se seleccionaron para su identificacidon por biologia molecular los
bacilos Gram positivos, descartandose los cocos y las bacterias Gram negativas ya que estas
no producen micetoma. En el caso de los hongos, se seleccionaron todos aquellos que eran y

se descartaron las levaduras ya que tampoco producen micetoma.

Una vez seleccionadas las colonias que eran susceptibles de ser agentes del micetoma, se

procedid a su identificacidn mediante biologia molecular.

Deteccidn e identificacidn del agente causal por Biologia molecular

Extraccion del material genético

Para la extracciéon de DNA tanto de la muestra clinica como de las colonias aisladas se usé el
sistema comercial de DNeasy® Blood and Tissue (Qiagen, Germany) siguiendo las

recomendaciones del fabricante.

Amplificacion del DNA mediante PCR

Una vez extraido el DNA se procedidé a amplificar las regiones especificas mediante la técnica
de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR). Se emplearon cebadores universales capaces
de reconocer secuencias conservadas en todas las especies fungicas y bacterianas. En el caso
de los hongos, se amplificé la regidn ITS2, mientras que, en bacterias, se amplificd la regidn

V1-V4 del DNA ribosomal 16S.

Identificacion del agente causal mediante secuenciacion
Todas aquellas muestras que amplificaron bien con los cebadores de hongos o bien con los
de bacterias fueron secuenciadas mediante el método Sanger (14). La identificacion de la

especie se realizd mediante comparacién de las secuencias con la base de datos NCBI a través



del programa BLAST (15). Se establecié un porcentaje minimo de homologia del 97,5% para

considerar la identificacidn de la especie.

Indicacion de tratamiento

Para el tratamiento del eumicetoma seguimos el protocolo de Suleiman 2016 (6): si el
paciente era diagnosticado de eumicetoma con una lesion menor de 5 cm, y siendo posible la
cirugia, se realizd extirpacion quirdrgica y se prescribio 400 mg de itraconazol diarios durante
al menos un mes. Si la lesion era mayor de 5 cm se pautd itraconazol 400mg/dia durante al

menos 6 meses y nueva revaluacion al finalizar el tratamiento.

En cambio, para el actinomicetoma seguimos el protocolo de Relhan 2017 (16): se
prescribieron tres comprimidos de cotrimoxazol (sulfametoxazol 800 mg/trimetoprima 160
mg) diarios, durante al menos un mes. Tras un mes de tratamiento, se cité a los pacientes
para revision y tomar la decisién terapéutica de ampliar el tratamiento en caso de ser

necesario.

Aspectos formativos del estudio.

Con este proyecto también se ha trabajado en la difusion de los estudios y educacién de la
poblacién. Para ello se elabora informacién para sanitarios locales y poblacidn general. Con
los sanitarios compartimos documentos con protocolos sencillos de trabajo, descritos en
inglés. Para poblacién general se distribuyé la informacion en formato pdster (adultos) y
dipticos (ninos), disefiada con mas imagenes que texto, en la que se estimula a usar medidas
preventivas y a acudir de forma temprana a los servicios sanitarios favoreciendo el

diagndstico precoz. Los posteres estan escritos en inglés y suajili.



RESULTADOS

Resultados demograficos

Se atendieron 41 pacientes de entre 12 y 80 afios, mayoritariamente hombres (30; 73,17%)

procedentes de diversas partes del condado de Turkana.

Entre la ocupacion de los pacientes nos encontramos con 17 (41,46%) pastores, 4 (9,75%)
estudiantes, 3 (7,31%) sin empleo, 2 (4,87%) conductores, 2 amas de casa (4,87%) y 6
pacientes con profesiones diversas y otros 6 que no respondieron (Figura 3). También se
registro la frecuencia y tipo de zapatos que empleaban en su dia a dia: 2 (9,09%) no utilizaban

zapatos, 1 (4,54%) utilizaba ocasionalmente y 16 (72,72%) si que los utilizaban a diario.

m Pastores
Estudiantes
Desempleados

= Desconocido

® Ama de casa

m Conductor
Profesor
Carpintero

m Carbon

W Policia

H Pescador

Figura 3. Distribucion de los pacientes segun su actividad laboral.



Variables clinicas

Por otro lado, recogimos informacién clinica sobre la extension y localizacién de la lesidn y la
localizacion mas frecuente fueron los pies (35; 85,36%) seguido de cabezay cuello (2; 4,87%),
mano (2; 4,87%), nalga (1; 2,43%) y brazo derecho (1; 2,43%). El tiempo de evolucién de la
lesion fue muy variado, siendo el periodo menor de 1 afio mientras que el mayor fue de 32
anos; la moda es de 6 afios de evolucién. Se define tiempo de evolucién como el periodo que
comprende desde que el paciente se nota por primera vez la lesién hasta que decide
consultar. Nos encontramos con un tamano de la tumoracion del micetoma muy variable, con

predominio de lesiones por encima de 10 cm? de superficie (Figura 4).

Figura 4. Lesiones
caracteristicas causadas por
micetoma en pies, manoy
cabeza.




En cuanto al color de los granos supurados en 11 (27,5%) pacientes fueron negros, 16 (40%)

blancos o amarillos y los 13 (32,5%) restantes no refirieron que drenaran al exterior ningun

tipo de material (Figura 5).

COLOR DE GRANOS

B Negros 26,82% Blancos y amarillos 39% Nada 31,70%

Figura 5. Distribucion del color de granos supurados
por las fistulas del micetoma.

Tipos de muestras

Se obtuvieron un total de 42 muestras: biopsias (23; 54,76%), exudados (4; 9,52%), aspirado
con aguja fina (11;26,19%) y 4 piezas quirurgicas obtenidas al eliminar la masa completa del

micetoma (9,52%). De 6 (15%) pacientes no se obtuvo ningun tipo de muestra (Tabla 1).



Tabla 1. Distribucion de los tipos de muestras tomadas por afio.

TOMA DE MUESTRAS
2023 2024 TOTAL %
Exudado 3 1 4 9,52%
Biopsia 17 6 23 54,76%
Pieza Quirlrgica ] 3 4 9,52%
PAAF 0 11 iy 26,19%
Sin muestra 3 3 6 14,28%

Deteccion de agentes causales por cultivo

Se realizaron 39 cultivos tanto en agar nutritivo como en Sabouraud (Figura 6) obteniéndose
crecimiento en 19 (48,71%) placas de AN y 13 (33,33%) de SDA mientras que 15 muestras no
ofrecieron ninguln crecimiento. Estas se seleccionaron y se sembraron en el medio Agar de

Horikoshi consiguiendo crecimiento de 4 (26,66%) de estas.



Figura 6. Caracteristicas macroscopicas del crecimiento de distintos hongos en placas
de Agar nutritivo y Agar Sabouraud. (Aspecto del reverso de los cultivos).

Tras la observacién al microscopio con Gram y azul de lactofenol de los aislamientos
obtenidos mediante cultivo, se descartaron todos aquellos que tenian forma de coco (7
aislamientos) y levadura (2 aislamientos) ya que no son capaces de producir micetoma. Se
seleccionaron las bacterias baciliformes Gram positivas (4 aislamientos) y los hongos

filamentosos (6 aislamientos) (Figura 7).



Figura 7. En la parte superior se observan estructuras
fungicas con azul de lactofenol. En la parte inferior se
muestran bacterias con tincion Gram.

Resultados de identificacion molecular

Se realizé amplificacién de DNA por PCR (Figura 8) de todas las muestras clinicas recogidas y
de los aislamientos seleccionados de cultivo. En total se obtuvieron 17 PCR positivas para

bacterias y 22 para hongos a las que se les realizé secuenciacién de fragmentos amplificados.
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157

Figura 8. Gel de electroforesis tras amplificacion por PCR de las secuencias
especificas de bacterias (16S) (arriba) y de hongos (ITS2) (abajo).

Esto permitié la identificacion de 3 hongos (Aspergillus, Curvularia canadensis y Alternaria
alstroemeria) y 2 bacterias (Streptomyces somaliensis) previamente descritos en la literatura
como agentes causantes del micetoma. Ademads, se han identificado otros hongos no
descritos previamente y que podrian ser agentes emergentes de micetoma: Penicillum

polonicum, Paraphaeusphaeria neglecta y Chaetopsina aurantisalinicola (Tabla 2).

Tabla 2. Identificacion de los posibles agentes causales de micetoma aislados de las correspondientes
muestras de pacientes

MICETOMA AGENTE CAUSAL TIPO DE COLOR DE GRANOS
MUESTRA
M61 EUMICETOMA Penicillum Biopsia No granos
polonicum
M62 EUMICETOMA Aspergillus ssp Biopsia No granos
M65 EUMICETOMA Paraphaeusphaeria Biopsia No granos
neglecta
M66 EUMICETOMA Penicillum Biopsia No granos
polonicum
M72 EUMICETOMA Chaetomium Biopsia Negros
convultum




M75 | ACTINOMICETOMA Streptomyces Biopsia No granos

somaliensis
T1 EUMICETOMA Chaetopsina PAAF Blancos y amarillos
aurantisalinicola
T7 EUMICETOMA Chaetopsina PAAF Negros
aurantisalinicola
T14 EUMICETOMA Curvularia PAAF Negros
canadensis
T16 | ACTINOMICETOMA Streptomyces Biopsia Blancos y amarillos
somaliensis
T17 EUMICETOMA Alternaria Biopsia Blancos y amarillos
alstroemeriae

Tratamiento y seguimiento

Se pudo intervenir quirargicamente a 4 (9,75%) pacientes extrayendo el micetoma ya que
presentaban lesiones menores de 5 cm. Por otro lado, se pautd itraconazol a 17 (41,46%)
pacientes y cotrimoxazol a 14 (34,14%). A pesar de las dificultades que tienen los pacientes
para desplazarse largas distancias, estamos incentivando el seguimiento gracias a la ayuda del
personal local y solicitando un nimero de teléfono de contacto. De este modo, en 2023
pudimos evaluar la evolucidon y respuesta al tratamiento de 6 pacientes atendidos en afios
anteriores: a 4 pacientes se les modifico el y en los otros dos se evidencié mejoria por lo que
continuaron con el tratamiento. En 2024 fueron 10 pacientes de los atendidos en afos
anteriores los que acudieron al hospital para reportar su evolucién: dos presentaron curacion,
uno mejoria evidente y a otro paciente se le modificd el tratamiento. Los demas, tratados con
fluconazol, no mostraron mejoria evidente y se les indicd cambiar a itraconazol. Este es un
farmaco mas costoso y dificil de encontrar en Turkana pero que tiene mayor efectividad

frente a muchos de estos hongos.



Divulgacion

En el cumplimiento de uno de los objetivos de este TFGi se distribuyeron dipticos con

informacidén para la prevencion del micetoma en 28 escuelas y pdsteres en 37 dispensarios

del condado (Figura 9).

Figura 9. Poster explicativo sobre el micetoma que ha sido repartido en colegios y
dispensarios del condado de Turkana.

DISCUSION

La poblacién total del condado de Turkana es de 926.976 y nuestros datos recogidos desde el
2019 incluyen 98 pacientes diagnosticados con micetoma. Por lo que podemos decir que la
prevalencia del micetoma en Turkana, en la medida que podemos estimarla sobre la base de
la asistencia médica que ofrece Cirugia en Turkana en sus campafias, es de 2,64 casos por

100.000 habitantes y afio. En series clinicas mucho mas extensas estudiadas en Sudan, la



prevalencia fue de 4,6 casos por 100000 habitantes (17) podemos explicar esta incidencia mas
alta debido a que Sudan se encuentra un Centro especializado en el estudio del micetoma, y
se considera que eso ha supuesto un efecto Ilamada, que hace que tengan cifras mas altas.
Nuestra prevalencia en cualquier caso es elevada, si se compara con paises vecinos como es

Uganda (16).

Analizando los datos demograficos vemos que mds del doble de los pacientes estudiados eran
hombres y la ocupacién predominante entre ellos fue la de pastor. La mayoria refieren uso
de zapatos a diario, pero el tipo de zapato era precario, de tipo abierto. La totalidad de los
pacientes atendidos vivian en medio rural, con un nivel socioeconédmico bajo y con dificil
acceso al sistema sanitario. Recopilando todos estos datos podemos decir que el micetoma
afecta con mayor incidencia a la poblacion rural con bajos ingresos y dificil acceso a la
atencion médica. Estos resultados coinciden con lo obtenido por Fahal et al (2015) (18) en

Sudan y por otros estudios llevados a cabo en Niger, Senegal y Mauritania (19, 20).

En cuanto a la localizacion de la lesién, la zona mas afectada en nuestro estudio fue el pie
coincidiendo con otros como el de Wendy van de Sande (20) sin embargo nuestra frecuencia
podal (79,59%) es mayor en comparacién con el 68,7% de su estudio. Este dato pone en
evidencia la necesidad utilizar calzado protector ya que el 72,72% de los pacientes si que
declara usar calzado a diario, pero este es muy precario e insuficiente frente a la dureza de

algunos elementos del suelo, especialmente las puas de acacia.

Uno de los problemas mas importantes en el aislamiento de los agentes causales de micetoma
es la efectividad de las distintas técnicas de toma de muestra para obtener tejido colonizado
y por tanto valido. En nuestro caso, de 42 muestras 15 han ofrecido aislamientos y de ellas 11

(26,19%) han correspondido a hongos o bacterias reconocidos como agentes de micetoma. El



porcentaje de éxito es bajo, pero observamos que tras la implementacion de la técnica de
puncién aspiracion con aguja fina en 2024 se ha obtenido un mejor rendimiento. Los
resultados han sido mejores con esta técnica, especialmente a la hora de identificar por
biologia molecular agentes patdgenos ya que el 60% de estos se identificaron a partir de
muestras obtenidas por PAAF frente al 40% de las biopsias. Estos resultados no se pueden
extrapolar a los datos de cultivo ya que se obtuvo crecimiento en el 83,33% de los realizados

por biopsia frente al 45,45% de las punciones.

La identificacion de agentes causales por biologia molecular es compleja en esta patologia.
Hemos podido observar cultivos positivos con crecimiento fungico y al microscopio
caracteristicas tipicas de agentes etiolégicos como hongos filamentosos tabicados con hifas
gruesas, pero la extraccion de DNA es dificultosa debido a la resistencia de la pared celular de
dichos patégenos por lo que las PCR y secuenciaciones muchas veces no mostraban el agente

causal cuando si se podia ver en medio de cultivo.

Con todos los datos recaudados hasta el momento podemos decir que la mayoria de los
micetomas son causados por hongos (eumicetomas) siendo los actinomicetomas menos
frecuentes. El color de granos mayoritario fue amarillo, esto nos puede indicar la presencia
tanto de hongos como de bacterias, sin embargo; los granos negros se relacionan con la
presencia de hongos (21) lo que facilitd el diagndstico y la prescripcion inmediata de

tratamiento adecuado.

Las principales limitaciones que encontramos en nuestro estudio son: la dificultad de
obtencién de la muestra clinica como ya se ha comentado y la disponibilidad de medios en el

laboratorio local. Otra limitacién puede ser |la barrera idiomatica, a pesar de que se utiliza el



inglés (lengua oficial en Kenia), muchos pacientes sélo hablan turkana o suajili y ante esto es

imprescindible la intervencidn de intérpretes locales.

Para disminuir la prevalencia y la morbilidad del micetoma proponemos fundamentalmente
el conocimiento del problema por parte de sanitarios y poblacién general, con el uso de
calzado adecuado. Ademas, por supuesto, la formacién del personal local es crucial para el
reconocimiento y diagndstico temprano, asi como para el tratamiento y seguimiento de la

enfermedad.

CONCLUSIONES

El pueblo Turkana tiene una elevada prevalencia de micetoma (2,64 /100.000 pacientes y
ano), enfermedad que causa gran discapacidad y modificaciones en actividades de la vida
diaria de los pacientes. El prototipo de paciente susceptible de padecerlo es un hombre de
unos 30 afios que trabaja expuesto al ambiente del condado como puede ser un pastor. La
mayoria de los micetomas diagnosticados estan producidos por hongos (80%) siendo los

bacterianos (20%) minoritarios.
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DECLARE:

LTz LA 1 g TSN [T (o | P , have explained to me

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 shakebites 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

I 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
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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 1 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.

Comments: ....... e, BB B e

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, ............... y e ,20..,

Signature of the patient Signature of the translator Signature of the doctor
(or fingerprint)

Signed: ..o Signed: ..., Signed: ...,

(Complete name) (complete name) (complete name)

Project carried out by the Miguel Hernandez 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 Hernandez (Professor at Universidad Complutense de Madrid).
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WITHDRAWAL OF CONSENT FOR RESEARCH

Ly et et e ettt et et b e e nn e e bt e nreeennteeanreeeees as patient (or representing

thE PALIENT e e ) of......... years of age,
(o o] 41 ot ] =T I T o PR
IDNC...oiiie e | revoke the consent provided on a date..........ccccoevveiiiiieic e, that |

give with this date ended, without having to give explanations and without this impact in my
medical care.

Turkana, ............... Y eenn ,202....,

Signature of the patient Signature of the translator Signature of the doctor
(or fingerprint)

Signed: ....ocoovviiiive Signed: .....ccoovieeiiiee e Signed: ....ccoeecieeeree e
(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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DATA COLLECTION SHEET
INSTRUCTIONS

Once the informed consent has been signed, the patient will be assigned a number that will be
the result of adding the campaign code (T201X), three digits consecutively and ascending,
beginning with 001. Thus, for example, the first patient which is included in the study in the
February 2019 campaign is T2019 / 001. The numbering does not restart in each campaign but
remains correlated for the entire project.

The microbiology team will keep the list with the identification of each patient, but only the
patient code will be shown as the only identifier on the data collection form.

MYCETOMA IN TURKANA - DATA COLLECTION SHEET

PATIENT No SEX: M F

T 2 0 2 -

AGE (years) DATE OF SAMPLE TAKING (dd/mm/yyyy)

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

PROFESSION / ACTIVITIES OF SPECIAL RISK (Agricultural activity, construction, handling of
wood, ...):

TRAVELS OTSIDE TURKANA COUNTY O YES O NO

If yes: PLACE: YEAR:

USE OF SHOES: OO YES [ NO [0 OCASIONALLY  KIND OF SHOES:

Have you changed your footwear because of the injury? [0 YES [ NO

MODIFICATION

MET v2ENG 09/01/2019
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MYCETOMA DIAGNOSIS (mark all that apply):

1. Location of the lesion:

FOOT UNILATERAL: RIGHT / LEFT
HAND BILATERAL

LEG OTHER LOCATION (specify):
ARM

Estimated time of evolution:
Size of the lesion or lesions (in centimetres):

4. Presence of secretion with grains: [ YES [0 NO
In case of positive COLOR of them:

Observed at the time of the exploration 0 reported by the patient [J
5. Previous treatment? In case of positive, please specify:
a. How long ago?
b. Medical treatment (If possible, specify drug, dose, schedule and duration):

c. Surgical treatment (if possible, specify the operated area)

6. ¢Any other member of the family/community is also affected? O YES [ NO
If positive, how many? Do they live on a daily basis? [0 YES [0 NO

7. Does the injury prevent or modify any activity in your daily life? [ YES O NO
If yes, specify:

8. Ifit affects the foot, in relation to gait:
a. Walks without support c. needs support (uni or bilateral)
b. Limps d. Cannot walk
e. Other situations (specify)

SAMPLES TAKING (mark all that apply):

1. Type of sample: O exudate [I surgical piece [ other (specify)

2. Collected as: O swab [ tissue fragment [ aspirate [1 other (specify)

Sample taken by

ECOGRAFY: [0 NO [ YES If Yes, date:

DATA COLLECTED BY: ...ttt eeete sttt st st e ses e s e e s ene e se e se s s s eeseas e enseneses sesanann

Signature

MET v2ENG 09/01/2019
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