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ABREVIATURAS

APOC: Programa Africano para el Control de Oncocercosis.
CNM: Centro Nacional de Microbiologia.

CNMT: Centro Nacional de Medicina Tropical.

DEC: Citrato de Dietilcarbamacina.

ECO: Enfermedad Cutanea por Oncocercosis.

EDSGE: Encuesta Demogréafica y Salud Guinea Ecuatorial.

ESPEN: Proyecto Especial Ampliado de Eliminacion de Enfermedades Tropicales

Desatendidas en Africa.

ELISA: Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay.
ETD: Enfermedades Tropicales Desatendidas.

FL: Filariasis linfatica.

ID: Identificacion.

ISCIII: Instituto de Salud Carlos 111.

MINSABS: Ministerio de Salud y Bienestar Social.
MF: Microfilarias.

OMS: Organizacion Mundial de la Salud.

OCP: Programa de Control de Oncocercosis.

PCR: Reaccidon en Cadena de la Polimerasa.

POE: Procedimiento Operativo Estandar.
RAPLOA: Procedimiento de Evaluacion Rapida para Loiasis.
RDT: Diagndstico por Test Rapido.

TIDC: Tratamiento con ivermectina dirigido por la comunidad.



1. RESUMEN

La oncocercosis y la filariasis linfatica estdn catalogadas por la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) como Enfermedades Tropicales Desatendidas (ETD)
puesto que estan asociadas a entornos de pobreza y causan discapacidad y

deficiencias para toda la vida.

Estas enfermedades son endémicas en Guinea Ecuatorial. En 1987 el Programa
Nacional de Oncocercosis y otras Filariasis del Ministerio de Sanidad inicio las
actividades de control. A lo largo de estos afios se realizo tratamiento comunitario
con ivermectina y actividades de control vectorial que dieron como resultado la

eliminacion del vector Simulium yahenese en 2005.

En 2014 se realiz6 un estudio preliminar en la isla de Bioko en mayores de 5 afios
donde no se encontrd ningun examen parasitologico positivo para microfilarias; por
ello, en 2016 se llevd a cabo otro estudio para verificar la interrupcion de la
transmision de la oncocercosis en la isla. Siguiendo las recomendaciones de la OMS
para la eliminacion de esta enfermedad, se realizo test rapido, ELISA y PCR. Los
resultados obtenidos han sido esperanzadores, pues cumplen los criterios exigidos
por la OMS. Para poder avanzar hacia el control de estas dos enfermedades en el
pais, es necesario conocer la situacion actual en la regién continental, por ello se
plantea el estudio de aplicabilidad del test rapido y de las pruebas serolégicas en la
medicion del progreso en el control de la oncocercosis y la filariasis linfatica para
lograr la eliminacion de estas enfermedades en la region continental de Guinea

Ecuatorial.



2. INTRODUCCION

La oncocercosis, conocida también como ceguera de los rios, es una enfermedad
parasitaria, perteneciente al grupo de las ETD y causada por el nematodo filariasico
Onchocerca volvulus. La trasmision se produce por la picadura de la mosca negra del
género Simulium spp., cuyas larvas se depositan en rios rapidos, cerca de las aldeas,
siendo esta caracteristica uno de los principales factores de riesgo para sufrir la
enfermedad.

El ciclo vital de la Onchocerca volvulus comienza cuando el simalido ingiere las
microfilarias (MF) procedentes de la piel de un paciente con oncocercosis a través de
su picadura para alimentarse (Fig. 1). Estas larvas se transforman en formas
infectivas dentro del vector. Tras ser inoculadas en un huésped humano a traves de
una nueva picadura, las MF se desarrollaran en filarias adultas en aproximadamente
un afio, estableciéndose en oncocercomas, nodulos fibrosos subcutaneos que

habitualmente se asientan sobre prominencias 6seas (1).

Onchocerca volvulus
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Figura 1. Ciclo vital O. volvulus en el vector y en el humano. Fuente: CDC (2)

La vida media del parasito adulto es de 9 a 14 afios, siendo su vida reproductiva de
entre 9-11 afios. Cada gusano adulto es capaz de producir hasta 2000 MF por dia, que

migraran a distintos 6rganos diana causando los sintomas tipicos de esta enfermedad.



Las manifestaciones clinicas de la oncocercosis ocurren de 1 a 3 afios después de la
infeccion, cuando las filarias adultas comienzan a producir MF, las cuales tienen una
vida media de entre 6 meses y 2 afios. Las principales manifestaciones clinicas de la
enfermedad incluyen la afectacion ocular y ceguera, asi como la enfermedad cutanea
por oncocercosis (ECO) (3). Se considera que existen dos grandes formas
bioclimaticas de oncocercosis: a) la oncocercosis de la sabana africana, con tasas de
ceguera de hasta el 10-15%; b) la oncocercosis del bosque tropical, que genera un
gran impacto en la salud publica de las poblaciones afectas por la aparicion de la

ECO, siendo causante de ceguera sélo en un 2% de la poblacion (4).

Para el diagnostico de oncocercosis, tradicionalmente se ha utilizado la palpacién de
nodulos junto con el método de deteccion de MF en biopsias de piel (“pellizco
cutaneo” o “skin snip”). Debido a su escasa sensibilidad para detectar la enfermedad
en fases precoces 0 en zonas de baja endemicidad, junto a su elevada invasividad, se
estd limitando su uso. Actualmente comienzan a ser mas comunes otros métodos
diagndsticos, como la deteccién seroldgica de anticuerpos mediante técnica ELISA,
biologia molecular por PCR vy otras técnicas de deteccién réapida de antigeno, que

presentan una mayor sensibilidad (5).

El tratamiento utilizado desde 1987 es la ivermectina (Mectizan®) que, aunque con
efecto limitado al gusano adulto, reduce la carga de MF y tiene escasos efectos
secundarios, al contrario que el citrato de dietilcarbamacina (DEC) que se usaba
antiguamente (3). La dosis en adultos y nifios mayores de cinco afios es anual o

semestral en dosis oral tnica de 150 pg/kg.

Se estima que 198 millones de personas viven en areas a riesgo de padecer
oncocercosis. La mayor carga de enfermedad se localiza en Africa subsahariana,
donde residen mas del 99% de las personas infectadas, concretamente en 31 paises.

Se pueden encontrar algunos focos en Latinoamerica y en Yemen (6).

Los programas de control en Africa se iniciaron en el afio 1974 con el Programa de
Lucha contra la Oncocercosis (OCP). En 1995 se cred el Programa Africano de
Lucha contra la Oncocercosis (APOC), que reemplazo a OCP e incluy6 otros paises
africanos no cubiertos por OCP. En el afio 2015, el Proyecto Especial Ampliado de
Eliminacion de Enfermedades Tropicales Desatendidas en Africa (ESPEN), sustituye

al programa APOC, con el objetivo de apoyar la lucha contra las ETD en varios
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paises prioritarios. Los tres programas dependen de la Oficina Regional de la OMS
para Africa. Las actividades de control propuestas por los tres programas son
basicamente las mismas: tratamiento comunitario con ivermectina y medidas de
control vectorial (larvicidas aéreos y terrestres). En 2016, cerca de 133 millones de
personas que viven en &reas con riesgo de oncocercosis recibieron tratamiento, en

comparacion con 46 millones en 2005 (6).

La Filariasis Linfatica (FL), conocida también como elefantiasis, es una infeccion
parasitaria producida por nematodos de la familia Filarioidea, distinguiéndose tres
tipos: Wuchereria bancrofti (90% de los casos), Brugia malayi y Brugia timor. Los
gusanos pueden dar lugar a una alteracion del sistema linfatico y a largo plazo
desencadenar a linfedema cronico, crecimiento anormal de las partes del cuerpo,

dolor, discapacidad grave, estigma y exclusion social.

La transmision se produce a través de mosquitos de distintos géneros (Culex,
Anopheles y Aedes). El gusano queda alojado en los vasos linfaticos (Fig. 2), puede
llegar a vivir entre 6 a 8 afios y durante su ciclo vital produce millones de MF, que

circulan en sangre.

Wuchereria bancrofti
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Figura 2. Ciclo vital W. bancrofti en el vector y en el humano. Fuente: CDC (7)

El diagnéstico recomendado por el Programa Global para Eliminar la FL es la
deteccion de MF en frotis de sangre, recolectados a una hora especifica segun la
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periodicidad de las MF. Para estudios de evaluacion de mapeo, monitoreo y
transmision se recomienda una prueba de diagndstico rapido Alere Filariasis Test
Strip (FTS) para la deteccion del antigeno de Wuchereria bancrofti en muestras de
sangre humana y por métodos de diagndstico molecular de PCR. En la actualidad se
esta validando el uso de nuevas pruebas de diagnostico rapido para la vigilancia

posterior a la administracion masiva de tratamiento (8).

El tratamiento recomendado por la OMS es la combinacion de albendazol (400 mg)
con ivermectina (150-200 mcg/kg) o con DEC (6 mg/kg) en dosis anual via oral a la
poblacién a riesgo. La infeccidn podria eliminarse repitiendo el tratamiento

preventivo combinado durante cinco afios (9).

Existen en la actualidad méas de 856 millones de personas a riesgo de padecer
filariasis linfatica, repartidas en 52 paises del mundo. Es una enfermedad debilitante
con graves consecuencias econdmicas y sociales, pues afecta a muchos adultos
jévenes de ambos sexos en la fuerza de trabajo, y sus manifestaciones crénicas,

originando graves minusvalias sociales a los enfermos (10).

Las actividades de control lideradas por la OMS se iniciaron en el afio 2000 con el
Programa Mundial para Eliminar la Filariasis Linfatica (PMEFL), prolongando el
plazo hasta 2020 para lograr su eliminacion. La FL también estd incluida en el
proyecto ESPEN de lucha contra las ETD.

Una tercera Filariasis a tener en cuenta en aquellos paises endémicos para
oncocercosis y FL es la loasis. La loasis es una infeccidn filariasica causada por el
gusano Loa loa y transmitida al hombre por la picadura de tabanos del género
Chrysops. Las MF maduran hasta gusano adulto y a través del tejido conjuntivo
subdérmico del huésped, emigran provocando un prurito generalizado, edema y
dolor. La infeccion tiene episodios donde la MF se localiza en la conjuntiva ocular y
la reaccion de hipersensibilidad al material antigénico da lugar a manifestaciones

edematosas en miembros superiores e inferiores, conocidas como edema de Calabar.

En areas que son potencialmente endémicas para Loa loa, es muy importante evaluar
en la comunidad el nivel de endemicidad de loiasis antes de iniciar tratamiento
masivo con Ivermectina para la oncocercosis. DEC es el farmaco para el tratamiento

de loasis, que no se recomienda en zonas co-endémicas por el riesgo de reaccion de



Mazzotti (muerte de las microfilarias). Cuando O. volvulus coexiste con Loa loa hay
que ajustar las estrategias terapéuticas. Ocasionalmente, el tratamiento con
ivermectina puede causar eventos adversos graves en personas con altos niveles de
Loa loa en sangre. Para tratar dichos eventos en los paises afectados es aconsejable

seguir las recomendaciones del Comité de Expertos de Mectizan® /APOC.

LA ONCOCERCOSIS Y LA FILARIASIS LINFATICA EN GUINEA
ECUATORIAL

La Republica de Guinea Ecuatorial es un pais centroafricano situado en el golfo de
Guinea, compuesto por un territorio continental y cinco islas habitadas. Su
poblacién, segun el Instituto Nacional de Estadistica, se estimaba en 1.222.442
habitantes en 2014. La parte continental del territorio es conocida como Rio Muni o
Mbini, y tiene un éarea de 26.000 km2. Dentro de la parte insular, la isla méas
importante es la isla de Bioko, donde se sitia la capital del pais, Malabo.
Administrativamente estd dividido en siete provincias: Bioko Norte, Bioko Sur y
Annobon en la regién insular; Litoral, Centro Sur, Kie-Ntem y Wele-Nzas en la

region continental (Fig. 3).

Guinea Ecuatorial fue colonia espafiola hasta el 12 de octubre de 1968. El idioma
oficial es el espafiol, que se utiliza en las escuelas, institutos y universidades junto a
otros dialectos: fang, bubi, pichi (inglés criollo). También tiene como idioma oficial

el francés y desde 2010 incorporaron el portugues.

En cuanto al indice de Desarrollo Humano (IDH), a pesar de ser un pais en
expansion econdmica por la explotacién de petréleo, es un pais de desarrollo medio,
y ocupa la posicion 138 de 188 paises estudiados por el Programa de las Naciones
Unidas para el Desarrollo (11). La esperanza de vida al nacer es de 57/60 afos. Las
principales causas de muerte en menores de 5 afios son las infecciones respiratorias
agudas, paludismo y prematuridad. EI VIH, la tuberculosis y la malaria son las
patologias con mayor mortalidad, siendo EI VIH/SIDA el principal motivo de muerte

en adultos, responsable del 14,8% de los fallecimientos (12).
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Figura 3 Mapa de Guinea Ecuatorial. Fuente: Wikimedia Commons (13)

El clima es ecuatorial con una temperatura que se mantiene alrededor de 25°C con
escasa variacion anual y una humedad relativa del 90% debido a las abundantes
lluvias. En la region continental presenta dos estaciones secas (diciembre-febrero y
julio-septiembre) y dos lluviosas (marzo-junio y septiembre-noviembre). Las
precipitaciones mas abundantes se producen de septiembre a diciembre, de 1.800 a
3.800 mm (14).

La oncocercosis y la FL son enfermedades endémicas en Guinea Ecuatorial. Las
actividades de control en el pais se iniciaron en 1987, obteniéndose grandes logros
gracias al programa de tratamiento con ivermectina dirigido por la comunidad
(TIDC), que fue implementado en 1995 por APOC. Las actividades de control
vectorial que se llevaron a cabo entre el 2003 al 2005, dieron como resultado la
eliminacién del vector Simulium yahense en 2005 (15) (16) sin evidencia de

reaparicion de vector en los afos siguientes.

En el afio 2014, el Centro Nacional de Medicina Tropical (CNMT) del Instituto de
Salud Carlos 11 (ISCIII), junto con el Ministerio de Sanidad y Bienestar Social de
Guinea Ecuatorial (MINSABS) llevé a cabo un estudio preliminar en la isla de Bioko
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en poblacion mayor de 5 afios. En este estudio, no se encontr6 ningln examen
parasitolégico positivo para MF en las 542 biopsias cutaneas analizadas. Dados los
exitosos resultados, en el afio 2016, el CNMT-ISCIII, en colaboracion con el
MINSABS vy el patrocinio de la Task Force for Global Health, llevd a cabo un
estudio para verificar la interrupcion de la transmision de la oncocercosis en la isla
de Bioko. Siguiendo las recomendaciones de la OMS en la guia actualizada para la
eliminacién de esta enfermedad (OMS, 2016), se realizo test rapido, ELISA y PCR
en una muestra representativa de poblacion infantil. En este estudio se realizo
también test rdpido, ELISA y PCR para FL en los dos distritos insulares
considerados co-endémicos (Riaba y Baney). Este estudio en humanos, se acomparfio
de un estudio entomoldgico, efectuando una camparia de busqueda del vector en rios
centinela, dando como resultado la ausencia del vector, huevos y larvas. Los
resultados obtenidos fueron esperanzadores, ya que cumplian los criterios exigidos
por la OMS para detener TIDC y comenzar a hablar de eliminacion de la

oncocercosis en la isla de Bioko.

Estos ultimos estudios estan permitiendo avanzar rapidamente hacia la certificacion
de la eliminacién en la isla de Bioko, mientras que sigue existiendo un importante
déficit de informacion en la region continental de Guinea Ecuatorial. Para poder
avanzar de forma global hacia el control de la oncocercosis y la FL en el pais, es
necesario conocer la situacion actual en la region continental. En esta zona del pais,
el seguimiento de las actividades TIDC ha sido irregular, y la informacién
epidemioldgica existente se limita a zonas tradicionalmente consideradas como
comunidades centinelas. Asi mismo, se desconoce si existen simulidos en esta region
del pais. Segun el trazado integrado de ETD realizado por APOC en 2008, existen
comunidades meso-hiperendémicas a oncocercosis en al menos tres de las cuatro
provincias de la region continental, concretamente en las provincias de Centro Sur,
Kié-Ntem y Wele-Nzas. Respecto a FL, se encontro una gran heterogeneidad en las
prevalencias detectadas en los distintos distritos (17). Respecto a Loa loa, mientras
que la zona insular se considera libre de esta enfermedad, la situacion en el

continente es variable segun el distrito y el método diagndstico empleado (18).

Aprovechando la existencia de nuevas herramientas diagndsticas con una alta
sensibilidad, como son la aplicacion conjunta del test rapido con las técnicas

serologicas y moleculares, y la experiencia reciente del CNMT-ISCIII en la regién
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insular del pais, nos proponemos extender de manera innovadora la experiencia a la
region continental, comenzando por el distrito de Niefang, localizado en la provincia
Centro Sur, donde se han identificado en el pasado varias comunidades

hiperendémicas (17).
3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo general

Conocer la situacion actual de la oncocercosis y la filariasis linfatica en la region
continental de Guinea Ecuatorial, para seguir progresando hacia la eliminacion de

ambas enfermedades.
3.2 Objetivos especificos

e Estimar las prevalencias de oncocercosis y filariasis linfatica en poblacion
mayor de 15 afios a traves de nuevas herramientas diagnosticas en el distrito
de Niefang.

e Valorar la situacion de co-endemicidad de oncocercosis, filariasis linfatica y

loa-loa en el distrito de Niefang.

4. MATERIAL Y METODO

4.1 Disefno del estudio

El estudio que se propone con este trabajo es de caracter descriptivo y transversal.

4.2 Area de estudio

El area de estudio se sitla en la region continental del pais. Por motivos de
operatividad y logistica, este estudio se va a realizar por provincias, que a su vez
estan divididas en distritos. La provincia Centro Sur limita al norte con Camerdn, al
oeste con la provincia de Litoral, al noreste con la provincia de Kié-Ntem, al sureste
con la provincia de Wele Nzas, y al sur con Gabén (Fig. 3). Esta provincia se divide
a su vez en tres distritos, el distrito de Evinayong, el distrito de Akurenam vy el
distrito de Niefang. El presente estudio se llevara a cabo en un area hiperendémica, el
distrito de Niefang, para en fases posteriores realizar el estudio en el resto de los

distritos y provincias del pais.
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El distrito de Niefang esta situado a 70 km de Bata (provincia Litoral y capital
economica del pais), y se encuentra atravesado por el rio Benito. La capital del
distrito, Sevilla de Niefang, es la segunda ciudad méas importante de la provincia de
Centro Sur (13).

4.3 Poblacion de referencia

La poblacion de Guinea Ecuatorial continla presentando caracteristicas de una
estructura joven, cuya piramide de edades tiene una base ensanchada y una cuspide
fina, lo que confirma su elevada fecundidad y natalidad, asi como una mortalidad
bastante importante en edades tempranas (19).

La etnia principal de Guinea Ecuatorial son los Fangs, son los mas numerosos,
predominan en la regidn continental y se estructuran en familias, clanes y tribus. Otra

etnia son los Bubis, que se encuentran en la isla de Bioko.

Segun los datos del censo de 2015, la poblacion de la region continental de Guinea
Ecuatorial es de 749.529 habitantes, lo que representa el 74% de la poblacion total
del pais. La poblacién urbana representa el 31,8%, y la mayor parte se concentra en
la provincia Litoral que alberga el 29,4% (19).

El distrito de Niefang tiene una poblacién de 37.273 habitantes, segin la encuesta de
salud de 2011 (Tabla 1). El 88,5% de la poblacién de este distrito vive en zonas

rurales, repartida en 66 Consejos de Poblados (19).

TOTAL DISTRITO URBANA RURAL
total | hombres | mujeres | total | hombres | mujeres | total | hombres | mujeres
37.273 | 18.251 | 19.022 |4.292| 2.079 2213 32981 | 16.172 | 16.809

Tabla 1. Poblacion del distrito de Niefang, Guinea Ecuatorial.
4.4 Calculo de la muestra y estrategia muestral
Para realizar el calculo muestral, asumimos una prevalencia del 50%, ya que la
prevalencia real de oncocercosis y FL en la region continental se desconoce. Se

realiza un calculo estratificado por zona de residencia (rural/urbana) por la

importancia que puede tener el tipo de habitat en el riesgo de padecer la enfermedad.
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Asumiendo un nivel de confianza del 95%, una precision absoluta del 5% y sumando
un 20% de posibles pérdidas obtenemos cifras de 456 y 424 en zona rural y urbana,
respectivamente, por lo que se incluirdn en este estudio un total de 880 individuos

(Tabla 2). La ecuacion utilizada es la siguiente:
Tamario de la muestra n = [EDFF*Np(1-p)]/ [(d2/Z21-0/2*(N-1)+p*(1-p)]

El célculo se ha realizado utilizando el software gratuito online OpenEpi version 3.1.

(link: http://www.openepi.com/SampleSize/SSPropor.htm) (Tabla 2).

Zona Tamafio Prevalencia Nivel de Precision Tamanfo Muestra
poblacion esperada confianza | absoluta % dela +20%
(%) (%) muestra perdidas
Rural 32.981 50 95 5 380 456
Urbana 4.292 353 424
Total 37.273 733 880

Tabla 2. Calculo muestral para el distrito de Niefang, Guinea Ecuatorial.

4.5. Estrategia de muestreo

Muestreo por conglomerados polietapico. Antes de iniciar el trabajo de campo, se
contactard con los presidentes de los consejos de poblado para solicitarles listas
actualizadas de la poblacién de cada consejo.

12 etapa: Se seleccionaran aleatoriamente 30 consejos de poblado (conglomerados)
dentro del Distrito de Niefang. Esta seleccion aleatoria se hara ponderada por
cercania a rios.

2% etapa: Una vez tengamos las listas, se procedera a realizar una nueva seleccion
mediante técnicas de muestreo aleatorio simple de individuos/hogares dentro de los
consejos y comunidades. Se informara al presidente de cada comunidad de los
resultados de la seleccion aleatoria para que informe a los cabezas de familia de las
viviendas de las visitas/individuos seleccionados y/o su representante legal. Dentro
de cada conglomerado o consejo se encuestardn 30 individuos. Se decidira
previamente si se realiza seleccion de hogares o de individuos (segun la

disponibilidad de listas).
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4.6. Criterios de inclusion y exclusion
Criterios de inclusion

- Poblacion mayor de 15 afios.

- Cualquier grupo étnico.

- Residencia en la region continental de forma continuada durante al menos 3
anos.

Criterios de exclusién

- Haber recibido tratamiento antiparasitario en el ultimo afio de acuerdo con el
protocolo mas reciente.
- Haber estado ausentes en periodos seguidos de méas de 6 meses.
Dado que para la estimacién de Loa loa se va a aplicar un método muy sencillo
(RAPLOA, se describe en la siguiente seccidn), en esta seccion no se desarrolla la

metodologia expresa para la deteccidn de este parasito.

4.7. Recogida de informacién

4.7.1. Cuestionarios

La informacion sociodemografica béasica y antecedentes de interés (residencia
habitual y toma de ivermectina) se recogeran mediante encuesta estandarizada y
pilotada previamente para comprobar la validez y la aceptabilidad cultural (Anexo
1). Cuando sea necesario, los participantes seran entrevistados en sus idiomas locales
por los encuestadores. Ademas se realizaréd el Procedimiento de Evaluacion Répida
para Loiasis (RAPLOA), por medio de una encuesta; para identificar y calcular la
prevalencia de Loa loa en los consejos de poblado. EI método RAPLOA,
desarrollado por OMS, se compone de tres estadios (20):
e ldentificaciébn de nombres locales para el gusano de Loa loa con un
cuestionario a nivel comunitario;
e Recogida de informacion utilizando un cuestionario individual que tiene tres
preguntas clave (Anexo 2);
e Caélculo del porcentaje de adultos que tienen antecedentes de gusano ocular y,

a partir de este porcentaje, prediccion del nivel de endemicidad de Loa loa.
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Se recogeran las coordenadas geograficas de cada hogar (latitud y longitud) usando
un sistema de posicionamiento (GPS) y procesando la informacion con el Google
Earth y el software libre QGIS. Se utilizara la red hidrografica nacional para analizar

las condiciones ambientales en el area de estudio.

4.7.2. Toma de muestras

A) Test rapido: Se aplicara el diagnostico por test rapido (RDT) SD BIOLINE®
Biplex para oncocercosis y FL (Wb123/0V16 Biplex). Las muestras de sangre
periférica para los test rapidos se obtendran mediante puncion digital previa
desinfeccion de la zona. Se masajea el dedo medio, con la mano hacia bajo, se
presiona en la base de la yema del dedo y se pincha con la lanceta. Se presiona hasta

obtener una gota de sangre y depositar en el lugar indicado del test (Anexo 3).

B) Papel de filtro: Seguidamente, a los test que resulten positivos para oncocercosis
y/o FL y al 10% de los negativos, se realizard una nueva puncién digital (en una zona
distinta a la original) con el fin de depositar 3 gotas en el papel de filtro (Whatman®)
para la determinacion de anticuerpos Ov16 mediante técnica ELISA y realizacion de

estudio molecular.

Whb123/0V16 Biplex
RDT

Resultado negativo Resultado positivo

\

10% de los negativos,
Jtoma de muestra en papelf Si positivo para onco:

1 | |
Si positivo para oncoy

whatman lizar 1 SKIN'SNIP Si positivo FL: FL:
crersfaa Iizl?z:ca + muestra SP muestra SP papel realizar 1 SKIN SNIP
whatman cresta iliaca + muestra SH

papel whatman papel whatman

Figura 4. Diagrama de toma de muestras. Elaboracion propia.

Se colocara el papel de filtro sobre el dedo que se ha pinchado y se tomaran 3 gotas
(Fig. 5). En el papel, debera verse la sangre por el lado contrario a donde se esta
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poniendo la sangre. Se anotard la fecha, y pondréd la pegatina con el codigo del
paciente. Una vez seca la sangre se meterd en una bolsa de auto cierre con silicagel
(gel de silice) para evitar que, con la humedad, le salgan hongos a la muestra. Es
importante que las muestras se mantengan a -20°C, si no fuera posible, se colocaran a

4°C hasta su traslado al Centro Nacional de Microbiologia (CNM) en Espafia.

Figura 5 Muestras de sangre en papel Whatman. Elaboracion propia.

En aquellos casos que el test rapido sea positivo para oncocercosis, se obtendra
ademas una muestra de piel a través de biopsia cutanea (skin snip) con pinzas Walser
0 con bisturi de una de las crestas iliacas del individuo (Fig. 6). La muestra de cada
paciente sera conservada en tubos de PCR con suero fisiologico, codificada con la
pegatina correspondiente, cerrada con parafilm y conservada a una temperatura

méaxima de 4°C. Posteriormente seran enviadas al CNM para su andlisis molecular.

- .
Figura 6. Pellizco cutaneo (skin snip). Fuente: CDC 2016.
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4.8. Recopilacion y digitalizacion de datos

Los datos recogidos mediante el cuestionario individual y el resultado de laboratorio
se asociaran utilizando una variable de c6digo Unico (ID). A cada persona encuestada

le correspondera un cddigo Unico compuesto por:

Cod.consejo (2 nameros) + cod.individuo (2 nimeros)

Al dia siguiente a la visita y toma de muestras, se procurara realizar la digitalizacién
de los datos. Estos se introducirdn en una base de datos a través de una mascara de
entrada de datos creada especificamente para este fin. Para evitar errores se realizara
doble digitacién, se comprobara la informacion introducida en las bases de datos a
través de la comparacion de los ficheros al finalizar el dia para garantizar la calidad

de dichos datos.

Si no fuera posible hacer la digitacion en terreno, se realizard en el CNMT-ISCIII
una vez se envien las encuestas desde Guinea Ecuatorial. En este caso, se iran
previamente anotando los positivos en un formulario para poder dar un feed back

rapido desde terreno.
4.9. Analisis de datos

Para el andlisis descriptivo, se calcularan las frecuencias totales y las frecuencias de
las variables dependientes segun el resto de factores independientes. El resultado de
la prevalencia se expresara en porcentaje (+/- 1C95%). Las proporciones se
compararan con la prueba estadistica del chi cuadrado o del t-test y se establecera un

nivel significativo al 95% del nivel de confianza.

Si se considera necesario una vez realizado el analisis descriptivo, para controlar los
factores de confusion y valorar posibles interacciones, se realizara andlisis de
regresion uni y multivariante, utilizando el software Stata 12® (Stata Corporation,
College Station, Texas). Los resultados de este anélisis se expresaran dando un valor
de OR (odds de prevalencia), sus 1C95% y el valor-p. Se incluiran en el modelo
multivariante final todas aquellas variables que presenten p<0,100 en el analisis

univariante.
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Segun los resultados obtenidos, se valorara la realizacion de andlisis espacial,
introduciendo variables geogréficas y climatoldgicas de intereés.

4.10. Andlisis de laboratorio

El andlisis de las muestras se llevara a cabo en Espafia, en el laboratorio del CNM del
ISCIII por un equipo especializado en nematodos y utilizando técnicas moleculares.
El CNM esta designado como laboratorio de referencia, presta apoyo cientifico-
técnico para la Administracion General del Estado, Comunidades Auténomas y

Sistema Nacional de Salud.
4.10.1. ELISA “in house”

En el laboratorio del CNM, las muestras de sangre seran eluidas del papel de filtro
del siguiente modo. Cuatro “punchs” de 3 mm de didmetro con sangre saturada se
colocaran en 200 pL de tampdn de dilucion (solucion salina tamponada con fosfato
(PBS)-Tween 20 0,05%- leche 3% leche) y se dejaran durante toda la noche a 4° C
en agitacion. La sangre eluida sera probada por duplicado en un ELISA estandar para
detectar anticuerpos 1gG4 contra el antigeno recombinante Ov16 (21). Las placas de
poliestireno de 96 pocillos (Nunc MaxiSorp ®, Dinamarca) se sensibilizaran con la
proteina recombinante purificada Ov16 (0,5 pg/ml; 100 pL/pocillo) en tampdn
carbonato pH 9,6, durante toda la noche a 4° C. Al dia siguiente, se lavaran las placas
tres veces con PBS pH 7.4 Tween 20 0.05% (PBS-T) durante 1 hora a 37° C.
Después, se agregaran las muestras de sangre diluida (100 pL) por duplicado en los
pocillos correspondientes.

Como control positivo utilizaremos “ELISA-positive Immunoglobulin ref.
CAB11558 - IMMUNOGLOBULIN 250 UG vy el anticuerpo recOVA16-GST, ref.
AbD19432 hlgG4 suministrado por Bio-Rad AbD Serotec GmbH en acuerdo
firmado entre Bio-Rad y PATH.

Se utilizara una curva estandar en cada placa para identificar muestras positivas y
permitir comparaciones entre placas y dias (21) (22). La curva estandar se preparara
a partir de la sangre de un paciente de oncocercosis confirmado por manifestaciones
clinicas y diagndstico parasitologico. Las diluciones de la curva estandar (1/8 1/16
1/32, 1/64; 1/128) se prepararan a partir de la elucién de la muestra de sangre

colocada sobre un papel de filtro Whatman®. A cada una de estas diluciones se le

20



asignara un numero de unidades arbitrarias. EI punto de corte se fija en 40 unidades
arbitrarias, correspondiente a la dilucion 1/64.

4.10.2. Identificacion de especies de filarias

La extraccion de ADN de las biopsias de piel y de las muestras de sangre entera (200
ulL) se realizara con el QlAamp® DNA mini kit (QIAGEN®, IZASA, Madrid),
siguiendo las instrucciones del fabricante. La deteccion de filarias se realizara
mediante una PCR a tiempo real, modificada de Tang y col. (2010) (23), mediante la
temperatura de desnaturalizacion del fragmento amplificado.

La identificacion de la especie de filaria infectante se determinara por el tamafio del
fragmento amplificado en un sistema de electroforesis automatica (QIAxcel,
QIAGEN®, IZASA, Madrid) o de electroforesis convencional en geles de agarosa al
2% tefiidos con safered (Pronadisa, Madrid). Este método permite diferenciar las
especies mas comunes de filarias (O. volvulus, Loa loa, Mansonella spp. y W.

bancrofti) por el tamafio del fragmento de amplificacion (23).

La confirmacion de la especie de filaria se realizard secuenciando el fragmento
amplificado usando el kit de secuenciacion ciclica Big Dye Terminator v3.1 kit
(Applied Biosystems, Massachusetts, EEUU) en un analizador de ADN ABI
PRISM® 3700 (Applied Biosystems, Massachusetts, EEUU), previa purificacion del
producto utilizando el Illustra ADN y Gel Band Purification Kit (General Electric
Healthcare, Little Chalfont, Reino Unido). Todos los productos amplificados seran

secuenciados en ambas direcciones, dos veces.
4.11. Aspectos éticos

El estudio se presentarad para su aprobacion al MINSABS de Guinea Ecuatorial y al
Comiteé de Bioética y Bienestar Animal del ISCIII en Espafa.

Beneficios y riesgos de los participantes: aquellos participantes con test rapido
positivo para oncocercosis y/o FL seran informados del resultado y se les
administrara el tratamiento adecuado de acuerdo con las politicas nacionales, sin

coste adicional, durante la visita a las comunidades.

Durante el estudio se aseguraran las condiciones de bioseguridad necesarias tanto

para el personal como para las personas implicadas en el estudio. Las extracciones de
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sangre conllevan los riesgos propios de una puncion. Estos riesgos seran
minimizados al ser realizados por profesionales sanitarios con experiencia en el

entorno clinico apropiado.

Consentimiento informado y hoja de informacion al paciente: de acuerdo con la Ley
14/2007 se respetard la libre autonomia de las personas que participen en esta
investigacion biomédica y que puedan aportar sus muestras bioldgicas, para lo que se
dard a cada participante en el estudio la informacion adecuada y se obtendra
consentimiento informado firmado por parte de los representantes legales (padres,
madres o tutores) para asi asegurar la proteccion de los derechos y el bienestar de los
sujetos de la investigacion. Este proceso ha de reunir tres caracteristicas basicas: la
informacion suficiente, su comprension y la voluntariedad. Asi mismo los

participantes podran retirarse del estudio en cualquier momento sin perjuicio alguno.

Confidencialidad de los datos: se asegurara la confidencialidad de los sujetos y la
proteccién de los datos de acuerdo con las Leyes de proteccion de datos de Espafia
(Ley Organica 15/1999) y los acuerdos pertinentes con las autoridades sanitarias de
Guinea Ecuatorial para garantizar el menor riesgo fisico, psiquico y social de los
participantes. Para asegurar la confidencialidad de los sujetos, los cuestionarios y las
muestras biologicas se codificaran con un ID Unico que permita relacionar las

mismas asegurando el anonimato de los pacientes.
5. PLAN DE TRABAJO

5.1. Procedimiento Operativo Estandar (POE)

Se elaboraran los POEs para la encuesta epidemioldgica que versaran sobre el
funcionamiento de los equipos de trabajo en el terreno. Se elaboraran cuatro POEs:
1) Estrategia muestral; 2) Trabajo de campo encuesta epidemioldgica; 3) Toma de

muestras y 4) Registro de coordenadas.
5.2. Preparacion logistica

Para la implementacion del estudio se desplazard, un mes antes, un asistente técnico

del CNMT-ISCIII para realizar la preparacion logistica en terreno.
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Se realizara el alquiler de una casa en Niefang para los asistentes técnicos de
Espafia y se acondicionard con el menaje minimo y suficiente para la
estancia.

Retirada del material en el aeropuerto internacional de Malabo, revision de
los albaranes del transporte del material, a fin de comprobar que estd todo
completo. ElI material se trasladara a la region continental via maritima, en
ferry hasta el puerto de Bata y de ahi hasta el Hospital Distrital de Niefang,
que serd el lugar designado como punto técnico y logistico del estudio. Este
hospital sera el lugar de salida y regreso de los equipos de trabajo.

Cadena de frio. Se contara con dos neveras portatiles para muestras
bioldgicas, preparadas para su uso en vehiculos. Al finalizar la jornada diaria,
las neveras quedaran enchufadas a la red eléctrica del hospital de Niefang.
Una vez finalizado el estudio, las muestras se enviaran al CNM-ISCIII por
medio del servicio de paqueteria internacional DHL, siguiendo el protocolo
establecido para envio de muestras bioldgicas.

Para el transporte diario de los equipos de trabajo, se utilizaran dos vehiculos
4x4, uno del Programa Nacional de Lucha contra la Oncocercosis del
MINSABS y otro del propio proyecto del CNMT-ISCII]I.

Obtencién de credenciales, necesarias para poder realizar el trabajo de
campo. Es la autorizacidn por escrito del Ministro de Sanidad para realizar la
actividad, se presentard en cada comunidad y siempre que sea requerida por
los cuerpos de seguridad del pais. También se procedera a la obtencion de las
listas de poblados del distrito de Niefang.

5.3. Formacion equipo encuestadores

Se reclutaran y formaran equipos de encuestadores para la encuesta epidemiologica.

Se crearan dos equipos formados por un total de 8 miembros: 1 coordinador, 4

técnicos del Programa Nacional de Oncocercosis, 2 asistentes técnicos cooperantes, 1

chofer. Habra un coordinador general del estudio que sera el Director Nacional del

Programa de Oncocercosis en el MINSABS de Guinea Ecuatorial.

Los técnicos estardn capacitados para realizar toma de muestras bioldgicas y

cumplimentar diferentes cuestionarios. Se realizard un taller de formacién de dos

dias para la capacitacion y pilotaje de la encuesta. En el taller participaran todos los
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miembros de los equipos, para garantizar

procedimientos comunes.

5.4. Cronograma de trabajo

que todos utilizan conceptos y

FECHA ACTIVIDAD REALIZACION
Julio 2018 | e Elaboracién de POEs. GUINEA:

e Movilizacion para reclutar al ¢ Planificacion del trabajo
personal local. compartida.

e Obtencion y envio de material e Autoridades locales informadas.
para el trabajo de campo. e Personal técnico para la

e Organizacion del curso de capacitacion identificado y
formacidn de técnicos locales. correctamente informado.

e Alojamiento preparado. e Listas de consejos de poblado.

o Comité ético. o Contrato alquiler vivienda.

e Pasar comité ético.

MADRID

e Cronograma y planificacion
clarificada para iniciar
capacitacion y trabajo de campo
en Septiembre/Octubre.

o Elaborado checklist.

e Material para capacitacion de
técnicos para trabajo de campo en
desarrollo finalizado y facilitado.

e POE elaborados.

o Encuesta preparada.

¢ Material comprado y enviado.

Agosto Recepcioén del material y | GUINEA:
2018 organizacion de recursos en Guinea | Plan de trabajo en terreno y
Ecuatorial. organizacion de recursos preparado
para comenzar.
Sept. 2018 | ¢ Curso de formacion de técnicos | GUINEA:
locales. e Curso de capacitacion realizado.
e Obtencion de censo de viviendas. | e Procedimientos  estandarizados
e Solicitar credencial de trabajo de compartidos.
campo al MINSABS. e Listas de poblacion y
e Comunicacion con jefes de aleatorizacion.
poblado, directores de escuelas y | e Planificacion y cronograma para
autoridades locales. trabajo de campo clarificado.
o Pilotaje del proyecto. o Credencial obtenida.
Oct. 2018 GUINEA:
a Feb. e Toma de muestras bioldgicas
2019 realizada.

Realizacion de la encuesta

epidemioldgica.

e Georreferenciacion realizada.
e Envio de muestras a Espafia
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realizada.

MADRID:

e Supervisién de todo el proceso de
recogida de informacion y
derivacion de muestras.

Feb./mar. GUINEA:

2019

Finalizacion recogida y cierre del | e Cierre de proyecto en terreno.

trabajo de campo. MADRID:
o Recepcidn de datos.

Abr./jun. e Creacion de la base de datos. MADRID:

2019

Base de datos generada.
Encuestas grabadas.

Bases depuradas.

Anélisis estadistico realizado.
Resultados disponibles.
Informe preliminar elaborado.

e Envio y analisis de las muestras
al CNM.
e Digitalizacion y andlisis de datos.

Jul. 2019 Elaboracién de informe de resultados | GUINEA/MADRID:

del estudio y conclusiones. Informe final elaborado

5.5. Aplicabilidad de los resultados

A) Aplicabilidad clinica:

Los resultados obtenidos en el estudio serviran para conocer la aplicabilidad del

test rapido y de las pruebas seroldgicas en la medicion del progreso en el control

de la oncocercosis y la filariasis linfatica para lograr la eliminacion de estas

enfermedades en la regidn continental de Guinea Ecuatorial.

Utilizacion de nuevas herramientas diagnosticas para mejorar el
conocimiento de la epidemiologia de estas enfermedades en Guinea
Ecuatorial.

Guinea Ecuatorial es un candidato importante para eliminar con éxito la
infeccion en todo el pais, en un futuro relativamente préximo.

Este protocolo podra aplicarse a otros distritos de Guinea Ecuatorial, asi
como a otros paises vecinos para la lucha frente a la oncocercosis y otras
filariasis.

A partir de los resultados obtenidos en este distrito, la siguiente fase sera
proponer intervenciones para el control integral y avance hacia la eliminacion
de la oncocercosis y filariasis linfatica en la region continental de Guinea

Ecuatorial.

25




B) Aplicabilidad bibliométrica:
En el campo del estudio de las publicaciones cientificas:

e Contribuir al crecimiento de la documentacién cientifica y a la utilizacién
del conocimiento que se ha generado. Los resultados del estudio se
publicardan en revistas cientificas como PL0oS Neglected Tropical
Diseases, Parasites & Vectors, Acta Tropica, Tropical Medicine &
International Health y The American Journal of Tropical Medicine and
Hygiene.

o Difundir la produccion cientifica de estas técnicas innovadoras utilizadas en
el estudio.
o Visibilizar el grupo de las Enfermedades Tropicales Desatendidas en el

ambito cientifico y en repositorios bibliograficos especializados.

C) Aplicabilidad en la profesion enfermera:
Los resultados pueden contribuir a mejorar la profesién enfermera por medio de la
transferencia de conocimientos al personal de enfermeria en Guinea Ecuatorial,
incluyendo la implicacion y el entrenamiento de los enfermeros locales en el

desarrollo e implementacion de un trabajo de investigacion.
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7. ANEXOS

7.1. Cuestionario sociodemogréfico basico

/ / /

REGION CONTINENTAL

COD.PROVINCIA (1 LETRA) +COD. DISTRITO (2 NUM)+COD. G U INEA ECUATO RIAL
POBLADO (2 NUM)+COD.INDIVIDUO (2 NUM)
0.1 PROVINCIA: 0.2. DISTRITO:

1 DATOS INDIVIDUALES

1.1 NOMBRE:

1.2 APELLIDOS:

1.3 FECHA NACIMIENTO (dd/mm/aaaa):

1.4 SEXO: [] MASCULINO

[] FEMENINO

1.5 ¢LLEVA VIVIENDO EN EL CONTINENTE 3 ANOS O MAS?

[ ]Sl

[ INO

1.6 ¢SE HA AUSENTADO POR MAS DE 6 MESES DEL CONTINENTE?

[ ]Sl

[ INO

1.7 ¢(HATOMADO ALGUNA VEZ IVERMECTINA/MECTIZAN?

sl LINO

MECTIZAN®

(vermectine, MSD

(] NO SABE/NO CONTESTA
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2 PRUEBAS DIAGNOSTICAS
(A rellenar por los técnicos)

2.1 TEST RAPIDO Wb123/0V16 Biplex RDT

[ ]POSITIVO ONCO (O) [ ]POSITIVO FL (L)

[ NEGATIVO

2.2 ¢SE REALIZA SKIN SNIP?

[INO []sI

2.3 ¢(SE TOMA MUESTRA EN PAPEL WHATMAN?

[ INO

[]SI, 10 % ALEATORIO DE LOS NEGATIVOS A ONCOCERCOSIS
Y FL.

[]SI, PORQUE ES POSITIVO A ONCOCERCOSIS

[]SI, PORQUE ES POSITIVO A FILARIASIS LINFATICA

OBSERVACIONES
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7.2. Cuestionario RAPLOA

/ / / REGION CONTINENTAL
GUINEA ECUATORIAL

COD.PROVINCIA (1 LETRA) +COD. DISTRITO (2 NUM)+COD.
POBLADO (2 NUM)+COD.INDIVIDUO (2 NUM)

0.1 PROVINCIA: 0.2. DISTRITO:

DATOS INDIVIDUALES

1.1. NOMBRE:
1.2. APELLIDOS:
1.3. FECHA NACIMIENTO (dd/mm/aaaa): [/ [/
14. SEXO: [ ] MASCULINO [ ] FEMENINO
15. ¢(ALGUNA VEZ HA VISTO GUSANOS MOVIENDOSE EN LA PARTE
BLANCA DEL 0JO?
]Sl [ INO [] NO SABE/NO CONTESTA.

World Health Organization (WHO), TDR/IDE/RAPLOA/02.1
1.6. ¢(ALGUNA VEZ HA TENIDO LA SITUACION DE ESTA IMAGEN?

]Sl CINO [] NO SABE/NO CONTESTA.

1.7. ¢ LAULTIMA VEZ QUE TUVO ESTA SITUACION, CUANTO
TIEMPO ESTUVO EL GUSANO ANTES DE DESAPARECER?

[_] NO SABE/NO CONTESTA.
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7.3. Toma de muestra para test SD BIOLINE

SIDR=](@]NI\NI=Nel T (oYM Nl [c7H eIV Quick Reference Guide .
| For more detailed instructions please refer to Package Insert. DO NOT USE THE TEST MORE THAN ONCE

Before you * Pleass mad the * Cover your work space OMMMBQM Preparation:  * Taat pouch (Teet Devios} 'Lum

begin: Instructions for use in its with a dlean, * Assay Dilusnt * Disposable capiiary pipstte (10u)
entraty, prior 1o use. Sosorbent workspaos covar. 15«170)me * Ajcohol swab * Timar & Disposabis Gloves (Not Providad)
1 Oheck the expiry dats. Put on the gloves. Open the alochol ewab. Grasp Using the iancst, prick the patient’s fingar
lfawpirydgheraspuaed‘we 2 Usa new gloves for each patient. 4 thes 4th finger of the non- 5 to get a drop of blood.
another kit. dominant hand. 2R\, Discard the lancet into the
Chack the dseiccant. Orsan the fingsr in 3 oroular ¢ zhaps contaner.
If the color is green, use anothar kit. motion. Allow to air dry for 10 \‘5

saconds.

Wit unti a drop of biood has Piace the capilary pipstts into the Add four drops of assay diusnt
6 oollectad on the fingsr. Gently 7 round sample wel. Squeezs agan into the squars assay divant well. 9 for all reeuits. if t doss not
squeens and hold the capilary o releass the blood and let blood appear, the reault i coneidersd
pipstts. Place ppstts tip on the absorb into the sample well. invalid and the spacimsn should
biood drop and release squeezs to be reteeted using a new test
oolisct blood U to fil Ins. N iy hours, thereauits e valid.  devics.
% \ﬂ ftar adding docd.

@ Negative ! € Invalid

I I -
C1 ]

C_ 11
C 111

@ STANDARD DIAGNOSTICS, INC
i ezma;un Mwnamvd MMLngomNuonrmdmAmNdm
P www.standardia.com

are trademarks of thelr respective owners. 120002386E-01, 0216
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