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1. RESUMEN

La esquistosomiasis es una enfermedad parasitaria dentro del grupo de las
denominadas “enfermedades desatendidas”. Se estima que unos 240 millones de
personas estan infectadas en todo el mundo. En el Hospital Nossa Senhora da Paz,
situado en el municipio de Cubal, Angola, donde se realizo la presente tesis doctoral,
la esquistosomiasis urinaria es una patologia frecuente. Sin embargo, la epidemiologia
concreta, los factores de riesgo para su adquisicién o la carga de enfermedad eran

desconocidas.

En esta tesis se incluyen dos estudios ecograficos que analizan el nivel de morbilidad
secundaria a esquistosomiasis presente en el municipio. Estudian ademas el papel del
andlisis de orina mediante tiras reactivas como posibles marcadores de gravedad y los
cambios evolutivos de todos estos pardmetros tras la realizacion de tratamiento. Los
hallazgos principales indican que se trata de una zona con una de las cargas de
enfermedad en relacion a esquistosomiasis urinaria de las mas elevadas descritas en
Africa Subsahariana, que la tira reactiva de orina, y principalmente los niveles de
proteinuria mayores de 300 mg/dL permiten predecir la presencia de lesiones de
gravedad, y que a los seis meses del tratamiento las lesiones revierten de forma muy

significativa, pero no desaparecen por completo.

Cabe destacar que ambos trabajos se basan en el articulo incluido en el anexo,
realizado por parte del mismo equipo y publicado anteriormente a la inscripcién en el
programa de doctorado. Se trata del estudio epidemioldgico inicial, que tiene como
hallazgo principal la deteccion de una prevalencia de esquistosomiasis urinaria muy
elevada (del 61%) en escolares, que califica al municipio como de alto riesgo para el
desarrollo de complicaciones, segin la Organizacion Mundial de la Salud, y por tanto

es tributario del inicio de forma inmediata de medidas preventivas.

Summary

Human schistosomiasis is a parasitic disease within the group of so-called "neglected
diseases”. It is estimated that roughly 240 million people are infected worldwide. In
the Hospital Nossa Senhora da Paz, located in the municipality of Cubal, Angola,



where the present document was carried out, urinary schistosomiasis is a frequent
diagnosis. However, the epidemiology in the area, the risk factors for its acquisition or

the burden of disease in the area were unknown.

This thesis includes two sonographic studies that analyze the level of morbidity
secondary to schistosomiasis present in the city. They also study the role of urine
analysis using reactive strips as possible markers of severity and the evolution of all
these parameters after the completion of treatment. The main findings indicate that it
IS an area with one of the highest burden of disease in relation to urinary
schistosomiasis in sub-Saharan Africa; it shows also that urine dipsticks, and mainly
proteinuria levels greater than 300 mg / dL, are useful to predict the presence of
severe lesions; after six months of treatment the lesions revert in a very significant

way, but they do not disappear completely.

It is noteworthy that both works are based on the article included in the annex, made
by the same team and published previously to the inscription in the doctoral program.
This is the initial epidemiological study, which has as its main finding the detection of
a very high prevalence of urinary schistosomiasis (61%) in schoolchildren, which
qualifies the municipality as high risk for the development of complications,
according to the World Health Organization, and therefore is tributary of the

immediate start of preventive measures.
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2. INTRODUCCION

2.1 Epidemiologia de la esquistosomiasis
2.1.1 Epidemiologia global y carga de enfermedad

La esquistosomiasis es una enfermedad parasitaria producida por el trematodo
Schistosoma sp. Existen tres especies principales causantes de esquistosomiasis en
humanos: S. mansoni, S. haematobium y S. japonicum. Otras especies con
importancia humana aunque con mayor restriccion geogréfica son S. guineensis, S.
intercalatum y S. mekongi. De ellas, S. haematobium es la responsable de la
esquistosomiasis genito-urinaria, mientras que el resto de especies causan la

esquistosomiasis intestinal (1).

Es una de las enfermedades parasitarias mas prevalentes en todo el mundo. Se estima
que aproximadamente 240 millones de personas estan infectadas, y de ellas unos 20
millones manifiestan sintomas de enfermedad grave (2). En el caso de la
esquistosomiasis urinaria, estimaciones recientes apuntan a que la hematuria causada
por S. haematobium afecta a 70 millones de personas y que unos 18 millones

presentan afectacion vesical significativa (3).

En las regiones endémicas la forma mas frecuente de esquistosomiasis es la cronica;
esta se produce por exposicidon repetida a la cercaria. La primoinfeccién ocurre
normalmente en estas areas en los primeros meses o afios de vida y la carga de
infeccion aumenta de forma exponencial a lo largo de la infancia hasta llegar al
méaximo nivel en los adolescentes. Posteriormente, tanto la prevalencia como la
intensidad de la infeccidn decrecen en la edad adulta; sin embargo, aproximadamente
un tercio de los adultos en zonas endémicas permanecen infectados de forma activa,
con excrecion de huevos estable (4), probablemente en relacién a factores
inmunolégicos o bien en subgrupos de poblacion con contacto mantenido con las

fuentes de agua dulce (figura 1).
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Figura 1. Curvas de prevalencia e intensidad de la infeccion por S. haematobium
y S. mansoni en funcion de la edad (Fuente: De Stigter KV, King CH, Keatin CE et
al. Effect of targeted mass treatment on intensity of infection and morbidity in
schistosomiasis mansoni: seven year follow-up of a community in Machakos, Kenya.
Trans Assoc Am Physicians. 1989; 102: 209-12.)
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En los ultimos afios se ha mostrado de forma convincente que en zonas endémicas la
infeccion por esquistosomiasis tiene consecuencias graves en los primeros afios de la
vida, como anemia, dolor abdominal crénico y retraso del desarrollo psicomotor, asi
como alteracion del estado nutricional y del sistema inmune (3, 5-9). Estas
consecuencias tempranas son debidas en su mayor parte a un estado sostenido de
inflamacion cronica y son probablemente infradiagnosticadas en la mayoria de
contextos (10, 11). La esquistosomiasis es una enfermedad muy relacionada con la
pobreza y las condiciones de vida, por lo que en la mayoria de regiones en las que es
endémica existen también otras enfermedades infecciosas como malaria,
geohelmintos, tuberculosis, VIH, neumonias y diarreas infecciosas, que en conjunto
son responsables de una elevada mortalidad infantil. Su importancia global a nivel de
inmunomodulacion e influencia en otras patologias de la primera infancia es

desconocida (12).

Actualmente, se calcula que la carga global debida a la esquistosomiasis es de 1,7-4,5

millones de afios de vida ajustados por discapacidad (DALY's) en todo el mundo (13).

2.1.2 Distribucion geografica

La caracteristica principal en cuanto a la distribucion geografica de la
esquistosomiasis es su caracter focal. Dado que se relaciona con la presencia en el
agua dulce de las especies de caracol capaces de actuar como huéspedes intermedios,
la distribucion de la enfermedad se superpone a la del habitat de estas especies, y es
frecuente que incluso poblaciones muy cercanas geograficamente tengan prevalencias
de la enfermedad muy diferentes, en funcion de los rios o lagos que las abastecen,
flora local, velocidad de la corriente de agua, etc. Concretamente S. mansoni necesita
de la presencia de especies de Biomphalaria spp y S. haematobium de Bulinus spp. S.
japonicum utiliza los caracoles de las especies Oncomelania spp. como huésped

intermedio.

Las especies mas ampliamente distribuidas son S. haematobium y S. mansoni; ambas
estan presentes en amplias zonas de Africa y algunas zonas de Oriente Medio. S.
mansoni es ademas la Unica especie presente en América. S. japonicum se localiza en

Asia, principalmente en Filipinas y China. S. mekongi se encuentra en puntos a lo
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largo de la cuenca del rio Mekong, en el Sudeste Asiatico; por ultimo, S. guineensis y
S. intercalatum se distribuyen en areas de Africa Central y Oriental (Figura 2)
" {’*“Rﬁj V4 - v

3 Schistosoma mansoni
B8 Schistosoma haematobium

Il Schistosoma intercalatum

B Schistosoma japonicum
| Wl Schistosoma mekongi

Bl Mixed S haematobium or S mansoni
[ Major rivers and lakes

Figura 2. Distribucién mundial de las diferentes especies de esquistosomiasis.

(Fuente: Colley DG, Bustinduy AL, Secor WE, King CH. Human schistosomiasis.
Lancet 2014 June 28; 383 (9936): 2253-2264)

2.1.3 Epidemiologia en Angola. Cubal

Angola es un pais endémico para las dos principales especies de esquistosoma. En
general se considera que la zona occidental del pais es endémica para la especie S.
haematobium y la zona oriental para S. mansoni. Las dos zonas se irrigan por cuencas
hidraulicas diferentes, ya que la cordillera principal se localiza paralela a la costa y
divide los rios que desembocan en el Océano Atléntico en la parte occidental de los
que desembocan en la cuenca del Okavango o en el Océano Indico en la parte oriental
(14). Sin embargo, como se comentd anteriormente, la esquistosomiasis es una
enfermedad predominantemente focal, y tanto la presencia de la misma como su
prevalencia e intensidad de la infeccion varia enormemente a nivel local; este hecho

hace que la realidad concreta en grandes areas del pais sea desconocida.
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Concretamente, una encuesta a nivel nacional realizada en 2005 por parte del
Ministerio de Salud mostré una prevalencia global de esquistosomiasis a nivel
nacional del 28% (15). Esta encuesta incluia pocos municipios del pais y alguna de las
provincias no estaban representadas. Una encuesta mas completa a nivel nacional esta

siendo llevada a cabo actualmente, con resultados ain no publicados.

Aparte de la encuesta del Ministerio de Salud, existe un unico estudio realizado en la
provincia de Bengo, en el norte de Angola, reportdé una prevalencia de
esquistosomiasis urinaria del 17% en nifios en edad escolar; se objetivd también la

presencia de esquistosomiasis intestinal, con una prevalencia menor al 1% (16).

En el municipio de Cubal, los Unicos datos existentes hasta ahora se referian a
esquistosomiasis urinaria y provienen de encuestas epidemioldgicas de los afios 70,
realizados con muy escasa poblacion e informan de una prevalencia muy variable,
entre el 30 y el 85% (17).

Nuestro equipo investigador publico en el afio 2015 el primer estudio epidemioldgico
completo realizado en el municipio de Cubal. En él se analizaron muestras de orina y
heces de nifios en edad escolar del municipio, objetivandose una prevalencia de
esquistosomiasis urinaria en los nifios en edad escolar del municipio es del 61%; no se
diagnosticaron casos de esquistosomiasis intestinal (18). Este trabajo permitié ademas
realizar un mapa del municipio, mostrando que las prevalencias mas elevadas se
encuentran en los barrios mas cercanos a las dos principales fuentes de agua del
municipio, principalmente el rio Cubal, que atraviesa el municipio y abastece a una
gran parte de su poblacién. Otro hallazgo importante fue la utilidad de las tiras
reactivas de orina para el diagnéstico indirecto de esquistosomiasis urinaria,
alcanzando en este contexto una sensibilidad del 96%. Este trabajo esté incluido en la

presente tesis doctoral como anexo.

2.2 Aspectos clinicos de la esquistosomiasis urinaria
2.2.1. Ciclo bioldgico

Como ya se ha comentado, S. haematobium es un treméatodo del género Schistosoma

spp. Los gusanos adultos viven en los plexos venosos del sistema urinario y genital de
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la persona, donde se reproducen sexualmente y producen huevos fertilizados que son
eliminados a través de la orina, o retenidos en los tejidos, provocando una reaccion
inflamatoria a cuerpo extrafio. Los huevos que son eliminados en agua dulce
eclosionan, liberando un miracidio ciliado de vida libre, que es capaz de infectar a la
especie de caracol apropiada para actuar como huesped intermedio. Dentro del
caracol, el parasito experimenta un proceso de replicacion asexual que dura entre 4 y
6 semanas, liberando finalmente decenas de miles de cercarias en el agua. La cercaria
es capaz de nadar libremente, puede vivir hasta tres dias en el agua dulce y es la forma
infectiva para el ser humano, penetrando la piel intacta (19); una vez dentro del
humano, pierde la cola, pasa al estado de esquistosdbmula y migra a varios tejidos
dentro del organismo; en el sistema porta hepatico se convierte en adulto al cabo de
unas 5-6 semanas, donde las formas sexuales macho y hembra se emparejan; una vez
fusionados migran a los plexos venosos del sistema genito-urinario, comenzando la

fecundacién y la produccion de huevos (20,21) (Figura 3).
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Figura 3: Ciclo biol6gico de Schistosoma spp. (Fuente: CDC)

2.2.2. Patogenia

En general se considera que la mayor parte de la morbilidad secundaria a la

esquistosomiasis es causada por los huevos y no por los gusanos adultos (22). Los

huevos que no son excretados permanecen atrapados en las paredes de las vias

urinarias y del sistema genital, donde inducen una respuesta inmune granulomatosa

caracterizada inicialmente por macrdfagos activados y posteriormente por eosinofilos

y linfocitos, que producen principalmente citoquinas Th2, como IL-4, IL-5, IL-13

(23). Estos granulomas contienen enzimas proteoliticos que impiden la necrosis

tisular, pero induce una inflamacion cronica que es la que finalmente lleva tanto a la

morbilidad general como a los dafios locales y a las manifestaciones clinicas a largo
plazo (24).
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La esquistosomiasis aguda ocurre principalmente en viajeros o inmigrantes a areas
endémicas que se exponen por primera vez a los antigenos de esquistosoma en la edad
adulta. Ocurre unas semanas tras la infeccion en relacion a una respuesta inmune muy
florida a los antigenos de los huevos, con presencia de inmunocomplejos. Este cuadro
recibe el nombre de sindrome de Katayama y cursa con fiebre, malestar, mialgia,
cefalea, astenia y hepatomegalia. Puede asociar dificultad respiratoria y dolor
abdominal y puede llegar a ser grave (25). Es muy poco frecuente en zonas
endémicas, probablemente como resultado de la programacion de la respuesta inmune
“in utero” en bebés nacidos de madres infectadas, o de la infeccion en los primeros

meses de vida (26,27).

2.2.3. Clinica

El signo més caracteristico de la esquistosomiasis urogenital es la hematuria, a
menudo acompafiada de disuria, poliaquiuria y dolor supraplbico (28). En areas
endémicas es tan comudn que en algunas regiones se considera una evolucion normal

del desarrollo en los nifios y nifias (29).

Los cuadros mas graves vienen dados por una mala regulacion de la respuesta inmune
contra los antigenos de los huevos (30), lo que lleva a una fibrosis crénica del tracto
urinario, que puede tener como resultado un cuadro de uropatia obstructiva en forma
de hidrouréter e hidronefrosis. Estas alteraciones favorecen las sobreinfecciones

bacterianas y pueden llevar de forma conjunta a una disfuncién renal terminal (31).

S. haematobium es reconocido por la OMS como un carcinégeno humano de
categoria 1, clasificacion reservada para la méxima evidencia de asociacion (32, 33), a
diferencia del resto de especies de Schistosoma spp.. Sin embargo, aungue la
asociacion entre la infeccién por S. haematobium y el cancer vesical, concretamente el
carcinoma de células escamosas, es fuerte, la identificacion de los mecanismos
subyacentes no ha sido aclarada de forma fehaciente, debido a varios factores, entre
ellos la ausencia de un modelo animal tratable para estudiar la progresion de la
esquistosomiasis urogenital, la escasa informacidén genética hasta fechas recientes
sobre S. haematobium y la falta de conocimiento sobre mutaciones especificas en el

cancer vesical humano en relacion al modelo animal. En los ultimos afios, algunos
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estudios han intentado aportar informacion sobre este tema, abriendo nuevas vias de
investigacion (34-36). Algunos mecanismos propuestos para justificar el poder
carcinogénico de S. haematobium son la induccion directa del proceso carcinogénico
mediante la actividad de moléculas del parasito en las células del huésped y la
hiperproduccion de oxigeno y nitrégeno reactivos por parte del sistema inmune del
hospedador como parte de un proceso inflamatorio cronico, tanto en relacion a una
reaccion a cuerpo extrafio por huevos no eliminados como por infecciones bacterianas
repetidas por la alteracion estructural del tracto urinario (37-40). Por dltimo, otros
factores comUnmente asociados al cancer vesical y a otros tipos de tumores, como el
tabaco y la exposicion a nitrosaminas y otros compuestos quimicos derivados de
productos utilizados en procesos industriales parecen promover el riesgo de esta
asociacion (41, 42).

La esquistosomiasis genital femenina es una entidad relativamente frecuente
producida por S. haematobium. Los huevos depositados en los plexos vesicales
migran al tracto genital, causando lesiones inflamatorias en los ovarios, trompas de
Falopio, cuello uterino, vagina y vulva. Las lesiones conocidas como “sandy patches”
(parches arenosos), que aparecen en la vagina, son patognomoénicas de esta
afectacion; se asocian con neovascularizacion y corresponden a una mucosa friable,
gue sangra con el contacto superficial (43). Este tipo de afectacion es causa de dolor
cronico, infertilidad y riesgo aumentado de aborto; ademaés favorece la infeccion por
el virus del VIH (44,45). El tratamiento farmacoldgico en general no es suficiente
para resolver estas lesiones y debe acompafiarse de tratamiento quirdrgico. En los
hombres, la esquistosomiasis genital puede manifestarse como hematospermia,

orquitis, prostatitis, dispareunia y oligospermia (46).

Todas las especies de Schistosoma spp. causan sintomas inespecificos pero
discapacitantes, concretamente anemia, malnutricion y alteracion del desarrollo
infantil, como consecuencia de un proceso inflamatorio continuado durante el periodo
de crecimiento (6, 48). En el caso de la anemia se suman ademas pérdidas crdnicas de
sangre (10, 49). Varios estudios han mostrado que es posible revertir estos efectos
inespecificos con el tratamiento, aunque la ventana de tiempo en la que es mas
efectivo y en la que el impacto sobre el desarrollo es mayor es probablemente estrecha
(50, 51).
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Por otra parte, la capacidad de la esquistosomiasis de modular el sistema inmune en
personas que han padecido la infeccion en los primeros afios de la vida favorece
probablemente las co-infecciones con otros helmintos y agentes parasitarios como la
malaria, aunque este tema no esta aclarado adin, ya que los resultados de varios
estudios ofrecen resultados contradictorios (52, 53). Trabajos recientes sugieren que
las diferentes especies de Schistosoma pueden tener efectos diferentes; segin estos
trabajos, es posible que S. mansoni aumente la susceptibilidad a episodios graves de
malaria, mientras que S. haematobium la disminuya. Esta diferencia podria deberse al
paso de los esporozoitos de Plasmodium por un microambiente hepatico alterado por
la presencia de granulomas en el caso de S. mansoni (y no en el de S. haematobium)
(54, 55).

Por ultimo, la distribucion de huevos de esquistosoma en localizaciones ectdpicas
puede llevar a cuadros clinicos atipicos; de ellos, el méas frecuente es la
esquistosomiasis del sistema nervioso central, por migracion del parasito o de los
huevos. Puede cursar como cuadro de meningoencefalitis si se depositan en el cerebro
6 como una mielitis transversa o mieloradiculopatia subaguda si la migracién sucede a

nivel medular (56).

2.2.4. Diagnd@stico

El diagndstico de certeza de la esquistosomiasis genito-urinaria se realiza mediante la
deteccion de huevos de S. haematobium en orina o en biopsias tisulares. El examen
microscopico a través de filtros de policarbonato es la técnica recomendada por la
OMS para estudios de campo, debido a su capacidad de cuantificar, ademas de la
presencia o ausencia del parasito, el nimero de huevos por microlitro, y por tanto, la
intensidad de la infeccion (57). La deteccion de microhematuria se utiliza en areas
endémicas como marcador de la infeccién por S. haematobium, pero no puede
considerarse un test diagnostico en si mismo, ya que no es especifico de esta
enfermedad (58). Las pruebas seroldgicas tienen cierta utilidad para la deteccion de
anticuerpos contra antigenos de esquistosoma, especialmente en el caso de viajeros
sintomaticos, pero su escasa fiabilidad para diferenciar infecciones actuales de
pasadas la hace poco Util en areas endémicas (59). Las técnicas de deteccion de

antigenos podrian superar esta dificultad; el test de deteccion de antigenos catddicos
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circulantes (POC-CCA) presenta buena sensibilidad y especificidad para el
diagnostico de S. mansoni, pero mucha menor rentabilidad en el caso de S.
haematobium (60). La técnica UCP-LF CAA (test de deteccidn ultrasensible por
conversion de fosforo-flujo lateral de antigenos anddicos circulantes) parece presentar
un mejor perfil para el diagnéstico de S. haematobium, pero ain no esta
comercializado y no ha sido probado a gran escala (61). En los ultimos afios se han
desarrollado métodos moleculares basados en PCR como alternativas diagndsticas en
la esquistosomiasis genito-urinaria. Estas técnicas requieren Kkits de PCR vy
termocicladores, muy costosos actualmente, asi como un nivel elevado de
capacitacion e infraestructura, por lo que su uso en la mayoria de areas endémicas es
limitado (62, 63). Nuevas tecnologias como el LAMP (loop-mediated isothermal
amplification), una técnica de PCR que permite superar, al menos parcialmente, estas
dificultades, estan siendo perfeccionadas en la actualidad y podrian suponer una

mejora significativa en el diagnostico de la esquistosomiasis genito-urinaria (64).

2.2.5. Tratamiento

El praziquantel es el tratamiento de eleccion para todos los tipos de esquistosomiasis.
A pesar de que se utiliza con este fin desde hace mas de 40 afios, su mecanismo de
accion no es completamente conocido (65). Para su eficacia correcta depende de una
respuesta de anticuerpos efectiva por parte del hospedador (66). Actla sobre los
gusanos adultos, pero tiene escasa actividad contra las larvas inmaduras de
esquistosoma (67). Una dosis de 40 mg/kg es efectiva para el tratamiento de S.
haematobium; es seguro y efectivo en nifios y mujeres embarazadas (65, 67, 68). Los
comprimidos son de gran tamario, tienen sabor amargo y la dosis es de 600 mg; por
ello el tratamiento de los nifios pequefios implica partir los comprimidos y
administrarlos con bebida o alimento, y el céalculo exacto de la dosis es complicado.
En los dltimos afos se han hecho esfuerzos para intentar comercializar un
praziquantel soluble y con mejores caracteristicas farmacocinéticas que mejore el
tratamiento actual en este grupo de edad, y probablemente esté disponible en el
mercado en los proximos afios (69). Algunos efectos adversos del tratamiento son

dolor abdominal, nduseas, cefalea e inestabilidad cefalica; estos efectos tienen un pico
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de 2-4 horas tras la toma de la medicacion y son autolimitados. La elevada carga

parasitaria se correlaciona con un mayor riesgo de efectos adversos.

A pesar de la extensa utilizacion del praziquantel en regiones endémicas, no existe
una evidencia clara de resistencias al medicamento (70). Se han descrito
esquistosomas tolerantes al praziquantel, pero estas cepas no se han detectado de
forma evidente en areas endémicas (71); dado que no existen marcadores de
resistencia al praziquantel, la Unica evidencia es el fracaso clinico y es dificil afirmar
en la mayoria de los casos que un fracaso clinico sea debido a resistencia al farmaco,
ya que puede deberse a la presencia de formas jovenes, a una mala absorcion o a una
eficacia disminuida en pacientes con co-infecciones o con cierto grado de
desnutricion (72). Sin embargo, si que se ha demostrado que pueden inducirse
resistencias de forma experimental, por lo que debe tenerse en cuenta esta posible
amenaza en un farmaco que se administra en monoterapia y de forma masiva en

muchas regiones endémicas (69).

Los derivados de la artemisinina, desarrollados como tratamientos antimalaricos,
presentan gran eficacia contra las formas inmaduras de Schistosoma spp. en estudios
“in vivo” y “in vitro” (73). Aunque ensayos clinicos controlados a gran escala han
mostrado una utilidad limitada en tratamientos en monoterapia (74), su uso en
combinacién con el praziquantel podria mejorar las tasas de curacion tras el
tratamiento y el control de la infeccion. Un metaanalisis reciente mostré tasas de cura
dos veces superiores tras el tratamiento con praziquantel y derivados de artemisinina
en combinacion comparadas con la monoterapia con praziquantel (75). Sin embargo,
se necesita mas investigacion en farmacocinética, formulacion, dosis y posibles
interacciones entre ambos farmacos. Ademas, antes de poder establecer la utilizacion
de esta combinacion hay que tener en cuenta la posibilidad de la induccion de
resistencias del paréasito de la malaria a artemisininas en areas endémicas para ambas

enfermedades.

La oxamniquina es un farmaco que se utilizd a gran escala antes del desarrollo del
praziquantel, pero actualmente no se encuentra facilmente disponible; es Gnicamente
efectivo contra S. mansoni y su perfil de efectos adversos es menos favorable que el

del praziquantel (76).
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2.3 Ecografia en la esquistosomiasis

El control de la esquistosomiasis es un reto constante para las regiones endémicas, y
las dificultades para prevenir las infecciones en edades tempranas y las reinfecciones
frecuentes son enormes. Varias estrategias, tales como control ambiental del
hospedador intermedio, mejoras en el acceso a agua segura y educacion para la salud
de la comunidad son necesarias de forma combinada (77). Una de las principales
estrategias de la OMS en areas endémicas para el control de la esquistosomiasis es el
control de la morbilidad secundaria a la infeccion mediante la administracion repetida
de praziquantel (78). El tratamiento se realiza mediante distribucion masiva de
medicamentos (MDA) y pueden seguirse diferentes abordajes en funcién de la
prevalencia e intensidad de la infeccion basales, principalmente a través de las
escuelas; la distribucion masiva a nivel comunitario es mas compleja a nivel logistico,
pero puede aportar grandes ventajas al acceder a bolsas de poblacion que podrian

estar manteniendo el ciclo (76).

Aunque el objetivo principal de estos programas es el control de la morbilidad,
habitualmente su eficacia se mide por sus efectos en la prevalencia e intensidad de la
infeccion; existe una asociacion entre la intensidad de la infeccion y la morbilidad
secundaria a esquistosomiasis, pero esta correlacion no es perfecta (79, 80), por lo que
el conocimiento de la evolucion de las lesiones internas previas y posteriores al
tratamiento, teniendo en cuenta factores como la edad y la frecuencia de las
reinfecciones, permitiria establecer de forma mas afinada la periodicidad de la
administracion del praziquantel en los programas de administracion masiva (81, 82).
Para ello, la ecografia es un método excelente, ya que es una técnica barata, mévil, no
invasiva, y con una curva de aprendizaje para el examinador relativamente répida.
Permite obtener informacién de forma inmediata sobre el dafio interno y sobre su
evolucion tras el tratamiento o reinfecciones (83). En general, la ecografia es una
técnica subjetiva y observador-dependiente; para superar esta dificultad la
Organizacion Mundial de la Salud desarrollé en 1997 un protocolo estandarizado para
los hallazgos ecogréaficos en esquistosomiasis (Protocolo de Niamey-Belo Horizonte)
en el que se contabilizan los hallazgos objetivamente medibles (84). Las lesiones
vesicales puntlan entre 0 y 2 en funcién de la lesién y de su tamafio, las ureterales

entre 0 y 4 y las renales entre 0 y 8. Este protocolo es actualmente utilizado
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mundialmente y permite comparar los hallazgos en diferentes regiones 0 momentos
de forma fiable (85). En el caso de la esquistosomiasis urinaria, las lesiones mas
frecuentes son las irregularidades y el engrosamiento de la pared de la vejiga y las
deformaciones vesicales. Las lesiones del tracto urinario superior, como la dilatacion
de los uréteres y la hidronefrosis, son menos frecuentes pero normalmente mas graves

e indican un nivel mayor de morbilidad (82,83).
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3. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO E HIPOTESIS DE TRABAJO

3.1. Justificaciéon del estudio

La esquistosomiasis urinaria es una enfermedad dentro del grupo considerado por la

OMS como “enfermedades olvidadas™ (86). Esta definicion agrupa a 17 enfermedades

que tienen en comun el hecho de ser transmitidas principalmente en situaciones de

pobreza y la escasa atencion que han recibido clasicamente por este mismo motivo.

En el municipio de Cubal, en Angola (figura 4), y en concreto, en el hospital Nossa

Senhora da Paz, lugar de realizacion de la presente tesis doctoral, la esquistosomiasis

urinaria es un diagnéstico frecuente en la practica clinica diaria. Sin embargo, la

epidemiologia concreta en la zona, incluyendo las tasas de prevalencia, la afectacion

geoespacial y la carga de enfermedad secundaria, era completamente desconocida.
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Un estudio epidemioldgico inicial, incluido en el anexo, fue el primer paso para
comenzar a conocer la situacion respecto a la infeccién por S. haematobium en la
zona. Dado que los programas de control se basan principalmente en el control de la
morbilidad, se consider6 necesario la realizacion de un estudio inicial de morbilidad,
mediante la realizacion de ecografias reno-vesicales, segin las recomendaciones de la
OMS (85). Ademas, el estudio de morbilidad mediante marcadores indirectos, como
los detectados en una tira reactiva de orina, podrian aportar grandes ventajas a la hora
de priorizar recursos en un contexto de pobreza como este. Este estudio constituye el

primer trabajo de la presente tesis.

Por otra parte, la dinamica de las lesiones ecograficas secundarias a esquistosomiasis
urinaria y de los parametros detectados en tiras reactivas de orina tras el tratamiento
no es conocida con exactitud. Al igual que el estudio de morbilidad inicial, el
determinar el tiempo tras el cual las lesiones desaparecen y reaparecen en relacion con
el tratamiento, es necesario para poder implantar medidas de control basadas en la

evidencia. Esta brecha en el conocimiento inspir6 el desarrollo del segundo trabajo.
3. 2 Hipotesis de trabajo

Los estudios epidemioldgicos convencionales analizan la esquistosomiasis desde un
punto de vista parasitolégico. El uso de la ecografia en este contexto permite conocer,
ademas de la presencia del parasito, datos clinicos sobre la afectacion de la persona
infectada, ya que analiza la presencia y gravedad de lesiones a todos los niveles del

tracto urinario.

Por tanto, las hipdtesis que nos han llevado a realizar este trabajo son:

e En el municipio de Cubal, Angola, la afectacién clinica por la
esquistosomiasis urinaria es un importante problema de salud en la edad
pediéatrica.

e La ecografia permite obtener informacion sobre las lesiones asociadas a la
esquistosomiasis, tanto a nivel individual como comunitario.

e La evolucion ecografica de las lesiones tras el tratamiento etioldgico con

prazigquantel es desconocida en la poblacion infantil.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo principal

Obtener datos clinicos sobre la carga de enfermedad secundaria a esquistosomiasis
urinaria en la edad pediatrica en el municipio de Cubal, Angola, mediante el uso de

ecografia.

4.2 Objetivos secundarios

e Evaluar la utilidad de la ecografia como herramienta de diagndstico y

seguimiento de la esquistosomiasis genito-urinaria.

e Evaluar la utilidad de las tiras reactivas de orina como marcador de afectaciéon

del tracto urinario en pacientes con esquistosomiasis genito-urinaria

e Analizar el efecto del tratamiento con praziquantel sobre las lesiones
ecograficas en un contexto de alta endemia de esquistosomiasis con alta tasa

de reinfecciones.
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6. RESULTADOS

En el primer trabajo se incluyeron 157 pacientes, con una media de edad de 8.7 (SC
3.2) afios. De ellos, 86 (54.8%) eran nifias. Se encontraron alteraciones patoldgicas en
el 85.3% de ellos: 84.7% presentaban lesiones a nivel vesical, 34.4% en el uréter y
6.3% a nivel renal. La puntuacion global segin la clasificacion de la Organizacion
Mundial de la Salud fue 5.74. El sexo masculino [OR 2.61 (1.04-6.58); p=0.043] y la
edad mayor de 10 afios [OR 2.96 (1.17-7.46); p=0.023] se asociaron con mayor riesgo
de presentar lesiones en las vias urinarias. Se objetivo presencia de microhematuria en
145 (92.4%) nifios, hematuria macroscopica en 30 (19.1%) y proteinuria en 97
(61.7%). La presencia de hematuria macroscopica [OR 2.48 (1.11-5.58); p=0.02] y de
proteinuria mayor de 300 mg/dL [OR 5.70 (2.17-14.94); p<0.01] se asociaron con
anormalidades en el tracto urinario superior y mostraron buenos valores predictivos
positivos y negativos para la deteccion de patologia en el tracto urinario superior
(65.5% y 71.1% respectivamente)

Este trabajo confirma que en nifios afectos de esquistosomiasis urinaria pueden
encontrarse patologia urinaria severa desde edades muy tempranas y que la
prevalencia de patologia puede ser muy elevada. En un contexto de alta endemia, la
microhematuria y la proteinuria son buenos marcadores de la morbilidad secundaria a
la esquistosomiasis, siendo la proteinuria mas precisa para alteraciones severas del

tracto urinario superior.

En el segundo trabajo setenta nifios que habian sido diagnosticados de
esquistosomiasis urinaria durante el estudio epidemioldgico realizado previamente en
el municipio de Cubal y a los que se les habia realizado ecografia urinaria acudieron
entre seis y ocho meses mas tarde para repetir el analisis de orina, tanto mediante tira
reactiva de orina como microscopico, asi como el estudio ecografico. Se analiz

también el cumplimiento con el consejo previo de evitar bafiarse en el rio.

De los 70 nifios analizados, 29 (41.4%) eran nifias, con una media de edad de 10,4
afios (SD 2,3). Cincuenta y tres (75,7%) presentaron mejoria de su puntuacion en el
tracto urinario inferior y/o superior, mientras que 12 (17,1%) no sufrieron cambios; en
5 (7,1%) casos se objetivo progresion de las lesiones. Ninguno de los parametros

analizados desaparecié completamente.
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Tras una dosis de tratamiento con praziquantel, todos los parametros mostraron
regresion. La mejoria fue mayor en las lesiones del tracto urinario inferior que en las
del tracto superior y en los nifios mayores de diez afios que en los menores. Entre los
pardmetros no ecograficos la reduccion fue menor en el caso de la proteinuria.
Consideramos que la ecografia deberia ser una herramienta habitual en el diagnéstico
y seguimiento de la esquistosomiasis urinaria, asi como la realizacion de un protocolo
mas preciso de seguimiento en aquellos casos en los que las lesiones no revierten tras

el tratamiento.
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7. DISCUSION

El objetivo principal de esta tesis es obtener datos clinicos sobre la carga de
enfermedad secundaria a esquistosomiasis urinaria en la edad pediatrica en el
municipio de Cubal, Angola, mediante el uso de ecografia. Como se comentd
anteriormente, la ecografia permite diagnosticar las lesiones patoldgicas secundarias a
esquistosomiasis urinaria y ademas comparar los hallazgos detectados, tanto entre
diferentes poblaciones como en la misma poblacion en diferentes momentos,
permitiendo asi conocer tanto la carga de enfermedad como la dindmica de la
morbilidad por esquistosomiasis en funcion de la edad, reinfecciones, tratamientos
realizados, etc. En este caso el segundo trabajo es precisamente una continuacion del

primero, por lo que se procedera a una discusion conjunta de ambos.

En esta tesis se han realizado dos trabajos ecograficos en pacientes pediatricos afectos
de esquistosomiasis urinaria en el municipio de Cubal, Angola. Todos los pacientes
habian sido diagnosticados durante el desarrollo de un estudio epidemioldgico previo
realizado por el mismo equipo investigador en el que se analizaron muestras de 1.283
escolares del municipio y se objetivo una prevalencia de esquistosomiasis urinaria del
61%. Los escolares fueron contactados a nivel comunitario en las escuelas durante las
actividades habituales; se trata por tanto de una muestra poblacional aparentemente
sana; esta es una caracteristica habitual en areas endémicas para esquistosomiasis, en
las que los sintomas durante la infancia pasan desapercibidos o se consideran parte del
desarrollo normal. En el momento de su realizacion la prevalencia de
esquistosomiasis en la zona era desconocida, y por tanto el municipio no estaba
incluido en las campafias de administracion masiva de medicamentos ni se realizaban
otras medidas preventivas. Se trata en ese sentido de unos datos iniciales con un doble
valor: por un lado permiten la instauracion de medidas preventivas, ya que la OMS
basa la instauracion de los programas de administracion en masa de medicamentos en
las prevalencias iniciales; por otro lado representan una situacion basal que permitira
valorar la eficacia de estas medidas de control instauradas. Concretamente, una
prevalencia de esquistosomiasis urinaria mayor del 50% en nifios de edad escolar
supone gue la comunidad en su conjunto es calificada por la OMS como de alto riesgo
para el desarrollo de complicaciones; en esta situacion epidemiologica debe

comenzarse administracion masiva de praziquantel en las escuelas de forma anual.
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Este trabajo esta incluido como anexo en la presente tesis.

En el primer trabajo de esta tesis se describen las caracteristicas ecograficas de los
pacientes diagnosticados de esquistosomiasis urinaria durante el estudio
epidemioldgico. Se analiza ademéas la utilidad de la tira reactiva de orina como
marcador de morbilidad y su posible uso con este fin en este contexto. El segundo
trabajo analiza la evolucion clinica de los mismos pacientes en relacion a la
esquistosomiasis urinaria, tras haber realizado tratamiento y haber sido informados en
relacion a la fisiopatologia de la enfermedad, su importancia y la forma de contagio.
Se les orient0 para evitar los bafios en agua dulce y se les recomendo la utilizacion de
fuentes de agua alternativas en el municipio (pozos y agua comercial principalmente).
Después de un tiempo que oscilé entre los 6 y los 8 meses fueron reevaluados,
realizando de nuevo analisis de orina y estudio ecografico; ademas se pregunté a los
nifios si habian cumplido con el consejo de evitar los bafios de agua dulce. Dado que
son trabajos claramente relacionados, creemos oportuno para mantener la coherencia

realizar la discusion conjunta de ambos siguiendo un orden temporal.

Uno de los objetivos de los programas de control de esquistosomiasis en areas
endémicas es el control de la morbilidad secundaria; sin embargo, la mayoria de los
estudios de eficacia de estos programas se basan Unicamente en las cifras de
prevalencia o de intensidad de la infeccion. Este trabajo mostr6 que el 85% de las
ecografias realizadas presentaban algun tipo de alteracion morfoldgica; ademas, un
tercio de los nifios presentaban algun tipo de lesion patoldgica en el tracto urinario
superior, lo que corresponde a las lesiones mas graves de la esquistosomiasis urinaria.
Teniendo en cuenta la clasificacion de la OMS, y comparando la puntuacion obtenida
(3,45 en el tracto urinario inferior, 2,28 en el superior y 5,74 en total) con la de otros
estudios realizados en areas endémicas, concluimos que la morbilidad en Cubal en
relacion a la esquistosomiasis urinaria es una de las mas elevadas de Africa
Subsahariana (87-90); unicamente algunos estudios en zonas hiperendémicas
muestran resultados similares (91, 92). Ademas, la media de edad de los pacientes en
nuestro trabajo es de 8,7 afios; al ser una de las mas bajas en la bibliografia (84-89),

aun refuerza mas la idea de la alta carga de enfermedad en esta zona.

Las lesiones mas frecuentes diagnosticadas en el tracto urinario inferior fueron las

irregularidades de la pared vesical, seguidas por engrosamiento de la pared vesical y
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distorsion de la forma de la vejiga. Otras alteraciones detectadas a este nivel fueron
masas vesicales y pseudopolipos. Estos hallazgos son consistentes con los detectados
en otros estudios, aunque mas frecuentes en nuestro trabajo (89, 93). Este tipo de
lesiones se incluyen en el protocolo de Niamey-Belo Horizonte como lesiones
“marcadoras” de enfermedad, es decir, como lesiones que muestran la presencia de
esquistosomiasis (84), sin indicar necesariamente gravedad. Sin embargo, esta
afirmacion es polémica, ya que es dificil asegurar que estas lesiones no supongan
lesiones precancerosas, principalmente debido a que a pesar de que S. haematobium
es un carcindgeno reconocido por la OMS (33) y la evidencia epidemioldgica de la
asociacion es firme, no existe un conocimiento robusto del proceso fisiopatologico
que conduce al estadio de lesién cancerosa (94). Esto es debido posiblemente a la
necesidad de procedimientos invasivos y seguimientos prolongados, que son
escasamente disponibles a gran escala en la mayoria de areas endémicas (95).
Recientemente, algunos estudios han intentado aportar algo de luz en este tema,
proponiendo por un lado protocolos de estudio citologico centrados en las células
escamosas, ya que el andlisis habitual, que incluye tanto células escamosas como
transicionales, no es buen predictor de este tipo de carcinoma (96, 97), y por otro lado
identificando biomarcadores que puedan ser detectados en orina en estadios iniciales
curables, como la hiperplasia de células escamosas (98, 99). Revisiones recientes
sugieren que estudios a gran escala con estas técnicas permitirian superar, al menos
parcialmente, las dificultades para el diagndstico precoz del carcinoma vesical
asociado a S. haematobium (100). Por otra parte, en los ultimos afios se ha
evidenciado de forma indiscutible la importancia de las consecuencias generales de la
esquistosomiasis secundarias a un proceso de inflamacion continuado (6, 47-48); en
este sentido, aunque estas lesiones del tracto urinario inferior no representasen
lesiones precancerosas, si representan inequivocamente lesiones inflamatorias con
consecuencias por si mismas. Por tanto, consideramos que la afirmacién de que estas

lesiones no representan gravedad deberia ser revisada.

Aungue las lesiones del tracto urinario superior, tradicionalmente consideradas de
mayor gravedad, fueron menos frecuentes, se encontraron en un porcentaje muy
elevado (aproximadamente un 40% de los casos); de ellas, la mas comun fue la
dilatacion ureteral, completa o parcial en cualquiera de sus tramos. La distorsion de la

forma del uréter en su parte mas distal, a la entrada de la vejiga, reviste especial
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importancia, ya que en este punto condiciona de forma mas directa una obstruccion al
flujo de orina normal, y es por tanto, una lesion precursora de hidronefrosis. La
imagen radioldgica resultante de la seccion intramural del uréter al visualizarse en
proyeccion axial resulta especialmente llamativa, ya que se asemeja a una imagen de
un ojo, y ademas de su importancia clinica, presenta utilidad divulgativa. Menos
frecuente fue la afectacion renal, aunque debido a su gravedad, consideramos
destacable que un 6,3% de los nifios presentaban algin grado de hidronefrosis. Este
dato es ain mas llamativo teniendo en cuenta la metodologia del estudio, que fue
realizado en nifnos “sanos” en las escuelas del municipio. Comparando nuestros datos
con otras series publicadas en areas endémicas, las lesiones del tracto urinario
superior detectadas fueron més frecuentes y de mayor gravedad en nuestro caso; como
ejemplos, un estudio realizado en una zona endémica de Niger, con una metodologia
similar, en nifios en edad escolar con una media de edad de 8,7 afios, diagnosticd un
porcentaje de lesiones del tracto urinario superior en el 8% de los pacientes (5). En
otro estudio realizado en un &rea hiperendémica de Madagascar, realizado en
poblacion tanto adulta como infantil, el porcentaje fue del 8,7%. Unicamente dos
estudios publicados presentan unos porcentajes de lesiones en el tracto urinario
superior similares, uno realizado en Kenia en pacientes entre 4 y 23 afios, con un
porcentaje de lesiones del 35% (101) y otro realizado en Niger en nifios y adultos, en
el que el porcentaje fue del 48% (102).

Esta diferencia en el grado de morbilidad asociada a esquistosomiasis con otras areas
altamente endémicas se debe probablemente a que, como se comentd anteriormente,
en Cubal la epidemiologia de la esquistosomiasis era previamente desconocida;
ademas, Angola ha comenzado recientemente a reorganizar los sistemas de salud
publica y de prevencidn tras una guerra muy prolongada, por lo que en esta zona no
existia ningun tipo de programa de control y un porcentaje muy pequefio de la
poblacion tenia acceso al praziquantel. Este hallazgo refuerza la idea de la
importancia de realizar el estudio ecografico como complemento al anélisis de orina
en los estudios epidemioldgicos, ya que permite afinar en la cuantificacion de las

consecuencias para la comunidad de la infeccién por S. haematobium.

En este trabajo, los nifios presentaron un riesgo mayor de lesiones que las nifias,

aunque esta diferencia no se observo en las lesiones del tracto urinario superior.
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Diferencias entre sexos en cuanto a la prevalencia y gravedad de las lesiones han sido
descritas y suelen atribuirse a diferencias en actividades recreacionales o de
agricultura. En nuestro caso, aunque se trata de nifios de corta edad y el contacto con
el agua dulce es frecuente en ambos sexos, es posible que los nifios se bafien con mas
frecuencia y durante méas tiempo en las fuentes de agua dulce que las nifias. Otras
posibilidades, como factores hormonales o anatémicos, no estan bien resueltas,
aunque existen varios estudios realizados en modelo animal que sugieren diferencias
en la respuesta inmune, en general hacia una respuesta inflamatoria méas potente en el
caso masculino y una respuesta inmunomoduladora mayor en el femenino (103, 104);
en este sentido, un estudio realizado en Senegal mostré que en pacientes adultos con
intensidades similares de infeccién, las mujeres presentaban mayor aumento de 11-10,
IgA y factor transformador de crecimiento 3, mientras que en los hombres era mayor
la elevacion de TNF-a e IFN-y (105). Por otra parte, los nifios mayores de 10 afios
presentaron un riesgo mayor de lesiones en el tracto urinario inferior que los menores,
aunque no hubo diferencias en el tracto urinario superior. Esta diferencia puede
deberse a un tiempo mas prolongado de contacto con el parasito. No se encontraron
diferencias en cuanto a la patologia por barrios o escuelas, a pesar de que en el estudio
epidemioldgico inicial se habia constatado que la prevalencia de la infeccién por S.
haematobium era mayor en los barrios méas cercanos al rio o a una laguna al norte del
municipio. Posiblemente sea debido a la carga de enfermedad tan alta en todos los

barrios.

Otro de los objetivos de este primer trabajo fue evaluar la utilidad de parametros
detectados mediante tiras reactivas de orina para predecir las lesiones en el tracto
urinario. En un contexto de alta endemia y escasos medios, como es el area en la que
se realiz6 este estudio, conocer la probabilidad de presentar lesiones graves en
pacientes infectados por S. haematobium mediante una técnica rapida, sencilla y
barata puede ser de gran interés, ya que nos permitiria discriminar aquellos pacientes
que se beneficiaran en mayor medida de la realizacion de la ecografia y por tanto
priorizar los recursos disponibles. En un nivel mas general, la utilizacion de la tira
reactiva de orina en los estudios epidemioldgicos iniciales permitiria obtener una idea

indirecta de la carga de morbilidad (106).
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Cierto nivel de proteinuria es practicamente universal en los nifios con
esquistosomiasis, como consecuencia del dafio tisular producido por el paso de
huevos a través del epitelio vesical y de las cicatrices en la pared producidas por una
respuesta inflamatoria sostenida y es una causa de proteinuria con un origen no renal
(107, 108). Sin embargo, un nivel de proteinuria mayor a 300 mg/dL implica mayor
gravedad y la probable presencia de cierto grado de dafio renal (109). En este trabajo
el 62% de los nifios estudiados presentaban algin grado de proteinuria y en el 19% la
proteinuria fue mayor de 300 mg/dL (correspondiente a tres cruces). No es de extrafar
qgue en nuestro estudio el pardmetro con mejores valores predictivos positivo y
negativo para la presencia de lesiones del tracto urinario superior fue la proteinuria
mayor de 300 mg/dL (correspondiente a tres cruces). Ademas, la proteinuria
persistente en la infancia puede provocar alteraciones en el equilibrio
hidroelectrolitico y la regulacién de fluidos, asi como provocar un estado de
hipercoagulabilidad y una tendencia a la anemia y a la malnutricion, contribuyendo a
las consecuencias tempranas de la esquistosomiasis (110); es decir, que la presencia
de proteinuria mayor de 300 mg/dL implica probablemente cierto grado de gravedad
por si misma, aun en la ausencia de lesiones importantes en el estudio ecografico y
justifica la utilizacién, siempre que sea posible, de tiras reactivas de orina en los

estudios epidemiolégicos de esquistosomiasis en areas endémicas (111).

Con respecto a la microhematuria, su presencia practicamente universal en este grupo
de nifios (solo en el 7% de casos no se objetivd presencia de ningun nivel de
hematuria) hace que la sensibilidad para la deteccidon de lesiones patoldgicas en el
tracto urinario sea alta pero su especificidad muy baja. Este hallazgo es consistente
con otros estudios en areas endémicas, en los que la deteccion de microhematuria es
buen marcador de la infeccion por S. haematobium pero no de gravedad, por ser un
hallazgo relativamente constante (111, 112); de hecho su presencia en tiras reactivas
de orina es aceptada como diagndstico indirecto de esquistosomiasis urinaria en
estudios epidemioldgicos en zonas de endemia elevada (113). En el caso de la
hematuria macroscépica sucede la situacion contraria y presenta una buena
especificidad pero una baja sensibilidad para la prediccion de lesiones en el tracto
urinario. La hematuria macroscopica es menos frecuente que la microscopica; adn asi,
es un hallazgo habitual en areas endémicas y concretamente en este estudio fue del

19%. La hematuria macroscopica presente 0 pasada auto referida mediante
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cuestionarios es aceptada como método de diagndstico indirecto de prevalencia de
esquistosomiasis en algunos contextos (114). Sin embargo, aunque se han utilizado a
gran escala en programas nacionales en varios paises (115, 116), principalmente por
su rapidez y escaso coste, actualmente estan en desuso por grandes diferencias de
validez entre grupos: en las nifias tiende a infradiagnosticarse la hematuria,
probablemente por confusién con la menstruacion en nifias mayores y en nifios y
nifias no acompafados por adultos a sobrediagnosticarse, posiblemente por interpretar
orinas muy concentradas como hematicas (117, 118).

Como ya se ha comentado, todos los nifios recibieron tratamiento con praziquantel 40
mg/kg en dosis Unica en el momento de la realizacion de la ecografia. Se realizo
educacion sanitaria sobre la enfermedad, se les orient6 para evitar los bafios en agua
dulce y fueron citados entre 6 y 8 meses después para la realizacién de un nuevo
andlisis de orina y una nueva ecografia urinaria; ademas, fueron interrogados sobre el
cumplimiento con el consejo de evitar bafarse. Procedemos ahora a la discusion de

los resultados tras el tratamiento.

Uno de los resultados mas llamativos es que todas las alteraciones detectadas
mostraron regresion tras el referido periodo de 6-8 meses. Este hallazgo es muy
importante, ya que refuerza la idea de los beneficios del tratamiento en areas de alta
endemia. Aunque la mejoria fue mayor en las lesiones vesicales que en las del tracto
urinario superior, algunas de las lesiones de mayor gravedad, como dilataciones
ureterales e hidronefrosis también revirtieron al cabo de este periodo. Incluso en
algunos casos en los que persistia la presencia de hematuria, proteinuria y huevos de
Schistosoma haematobium en orina también revirtieron las lesiones ecogréficas. Un
metaandlisis reciente encontr6 quince estudios realizados en diferentes paises de
Africa que analizaban la evolucion tras tratamiento de las lesiones ecogréaficas a nivel
del tracto urinario (81). La mayor parte son trabajos en poblacién adulta; cinco de
ellos fueron realizados en poblacion en edad escolar en areas endémicas de Niger,
Kenia y Tanzania (5, 80, 90, 91, 119). Comparando nuestros resultados con estos
trabajos encontramos que dos estudios realizan seguimiento evolutivo a medio plazo;
uno de los estudios, realizado en Niger (91) tenia una tasa de lesiones ecograficas
inicial similar a la reportada en esta tesis, del 89% en su caso. En ese trabajo se trato a
los nifios con praziquantel a dosis de 40 mg/kg y se realiz6 seguimiento durante tres

afios; se analiz6 también la presencia o no de reinfecciones, pero no se realiz6 nueva
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tanda de tratamiento hasta el final del periodo de estudio. Se incluyeron 114 nifios en
edad escolar de un area muy endémica, independientemente de que el resultado de
orina inicial fuese positivo o negativo para S. haematobium; inicialmente era positivo
en el 75% de los nifios; al final del seguimiento de tres afos en el 47%. Los autores
objetivaron que las lesiones ecograficas disminuyeron de forma rapida tras el
tratamiento; sin embargo encontraron diferencias en la dinamica evolutiva entre las
alteraciones vesicales y las del tracto superior: mientras que las lesiones vesicales
alcanzaron su nivel méas bajo en el octavo mes tras el tratamiento, para posteriormente
volver a aumentar en ndmero y gravedad, las del tracto urinario superior
disminuyeron de forma mas lenta pero mas constante durante todo el periodo de
estudio. Este trabajo aporta datos muy valiosos para conocer la dindmica de las
lesiones ecogréaficas durante un periodo de tiempo prolongado. A pesar de que las
lesiones disminuyeron de forma significativa, no llegaron a desaparecer, incluso en el
subgrupo en el que no se objetivaron reinfecciones en ese periodo; la misma
observacion destaca en otro trabajo con un seguimiento de dos afios realizado en
Tanzania (90), en un &rea también con una endemia muy elevada, en el que el 77% de

los nifios estaban infectados por S. haematobium al inicio del estudio.

En nuestro estudio, un 68% de los nifios experimentaron mejoria o desaparicion de
sus lesiones ecogréficas. Un 10% de los nifios que no presentaban ninguna lesion a
nivel del tracto urinario en la primera ecografia también tuvieron una ecografia
normal en el control, un 15% que si tenian lesiones patoldgicas en la ecografia inicial
no sufrieron cambios, y en un 7% de los casos las lesiones empeoraron. EI motivo por
el que algunas de las lesiones no desaparecen completamente no esta aclarado y puede
deberse a varios factores. En general, principalmente en las lesiones vesicales, se
considera que lo méas probable es la aparicion de nuevas lesiones inflamatorias en
relacion a reinfecciones (120); sin embargo, no hay estudios que permitan analizar un
subgrupo suficientemente claro de pacientes sin reinfecciones, debido a la alta carga
de enfermedad en las zonas en las que se han realizado los trabajos, y a que éstos son
francamente escasos; existe ademas una consistencia en los resultados de todos los
estudios a pesar de las diferencias en el tiempo de seguimiento, es decir, incluso en
los trabajos con tiempo de seguimiento corto, en el que es menos probable que las
posibles lesiones producidas por reinfecciones lleguen a los niveles de gravedad

anteriores, la desaparicion de estas no es completa. Otras posibilidades de que las
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lesiones persistan o empeoren a pesar del tratamiento puede ser la cronicidad de las
mismas, con estadios del proceso inflamatorio mas avanzados, con tractos fibrosos o
cicatrices ya establecidos, la presencia de sobreinfecciones bacterianas que mantengan
el proceso inflamatorio a pesar de la disminucion de la carga parasitaria, o0 bien que
una Unica dosis de praziquantel no sea suficiente para curar la infeccion en contextos
de muy alta intensidad de la infeccion (81, 91). Esta ultima explicacion es bastante
plausible; teniendo en cuenta ademas que el praziquantel es eficaz Unicamente contra
las formas adultas, es claro que la presencia de huevos a nivel del sistema genito-
urinario no desaparece completamente tras una dosis Unica de tratamiento (121). Se
han sugerido también factores inmunitarios individuales que podrian justificar que
algunas personas desarrollen lesiones mas severas que otras ante mismos niveles de
intensidad de la infeccion, o que estos mismos factores individuales condicionen
diferentes intensidades de infeccion ante niveles de exposicion similares (122, 123);
en el estudio de Hatz y colaboradores desarrollado en Tanzania (90) aquellos nifios
con lesiones iniciales mas graves eran los mas susceptibles a desarrollar lesiones méas
rapidamente tras la reinfeccion. En este sentido, se ha sugerido que las personas no
respondedoras a los antigenos solubles de huevos de Schistosoma spp,es decir, sin
produccién de anticuerpos frente a este antigeno, presentan en general lesiones mas
avanzadas que aquellos con una respuesta mas potente, y que aquellas personas con
un perfil policlonal, con una respuesta mixta Th1-Th2 a un ndmero elevado de
antigenos de Schistosoma spp evolucionan menos hacia lesiones de gravedad (124);
en todo caso la generalizacidn en este tema es dificil, ya que la respuesta inmunitaria
hacia este pardsito es extremadamente compleja y variable, tanto de manera
interpersonal como en el mismo individuo a lo largo del tiempo y en funcién de los
tratamientos y re-tratamientos (125, 126).

Otro dato Ilamativo en nuestro estudio fue que la regresion de todos los parametros
evaluados en el estudio ecogréafico fue mayor en los nifios mayores de 10 afios que en
los menores. Este hallazgo es sorprendente, ya que la edad es considerada
habitualmente como un marcador de exposicion acumulada al parasito, y por tanto de
mayor dafio tisular, y ademas generalmente las lesiones con mayor tiempo de
evolucion tienden a presentar mayor contenido de tejido fibroso (127). Una posible
explicacion para esta observacion podria ser que los nifios mayores fuesen mas
receptivos al consejo de evitar bafios en el rio, y por tanto, aunque los niveles de

reinfeccién entre ambos grupos no mostraron diferencias, si que podria haber una
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diferencia no detectada en la intensidad de la infeccion. Otra razon podria ser que en
el area en la que se realizo este estudio los nifios mas pequefios presentan una tasa de
comorbilidades como anemia y malnutricion muy elevada, en general mayor a la de
los adultos y a la de los nifios mas mayores que ya han superado esa etapa; dado que
el praziquantel requiere un sistema inmune competente para alcanzar su maxima
eficacia, cabe la posibilidad de que su eficacia fuese menor en estos nifios. Por otra
parte, las tabletas de praziquantel se presentan en dosis de 600 mg y no es facil de
conseguir el ajuste 0ptimo de dosis en nifios que pesan menos de 15 kilogramos.

Todo ello nos hace concluir que la dinamica de las lesiones secundarias a
esquistosomiasis urinaria no es conocida con exactitud, y que son necesarios mas
estudios que arrojen luz sobre este tema, ya que su importancia es crucial para poder
disefiar estrategias de control mas coste-efectivas y basadas en la evidencia que las
actuales. Ademas, tal y como se comentd anteriormente, ningun tipo de lesion deberia
considerarse como de “escasa gravedad”, ya que independientemente de su alteracion
funcional o posible evolucion futura, corresponden en cualquier caso a un estado de
inflamacidn cronica con las consecuencias mencionadas sobre el desarrollo.

Tras el periodo de seguimiento de 6-8 meses, el 25,7% de los nifios continuaban
presentando huevos de S. haematobium en orina. Un cierto nivel de emision de
huevos tras el una dosis de tratamiento es lo habitual en areas endémicas; de hecho,
las guias mas recientes de la OMS sobre la medicién de la eficacia del praziquantel
recomiendan la utilizacion de la tasa de reduccién de huevos (ERR) por encima de la
tasa de curacion completa (128). Esta tasa se calcula dividiendo la media aritmética de
huevos en el control posterior al seguimiento entre la media aritmética de huevos tras
el tratamiento y multiplicando por 100; en el caso del praziquantel se considera
satisfactoria si es mayor o igual al 90%. Esto quiere decir que, en el caso de la
esquistosomiasis urinaria, tras una dosis de tratamiento, es esperable que el nimero de
huevos emitido por una persona se haya reducido al 10% del que emitia previamente.
En este caso no disponemos del dato de la intensidad de la infeccion (nimero de
huevos por 10 ml de orina), por lo que es posible que, al tratarse de un area con una
endemia muy elevada, este porcentaje de pacientes con emision de huevos al final del
seguimiento sea el esperado. Otras posibilidades son las reinfecciones, la presencia de

formas inmaduras en el momento del tratamiento o la ineficacia de una sola dosis de
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praziquantel 40 mg/kg en un contexto de tan alta carga parasitaria y en nifios con
probables coinfecciones con otros helmintos (129, 130).

Tanto la hematuria macroscopica como la hematuria microscopica y la proteinuria
disminuyeron de forma muy significativa tras el tratamiento; la menor tasa de
reduccion correspondio a la proteinuria; ya que como se ha comentado, la proteinuria
es un marcador de gravedad (106), es l6gico que su mejoria presente una disminucién
mas lenta. Este hallazgo es consistente con lo reportado en otros estudios realizados
en areas endémicas (107, 110, 131).

Tanto los dos trabajos que componen esta tesis como el estudio epidemioldgico previo
incluido en el anexo se realizaron en el municipio de Cubal, Angola. En esta zona, no
solo la epidemiologia de la esquistosomiasis era previamente desconocida, si no que
el conocimiento del personal sanitario y educativo y de la poblacion general sobre la
transmision de la infeccion, posibles medidas preventivas, historia natural e
importancia de la enfermedad era practicamente nulo. Desde el inicio de la actividad
investigadora en la zona, se han realizado actividades educativas a todos los niveles;
previamente al estudio epidemioldgico se realizaron talleres con profesores, directores
de escuela y tutores de los alumnos para informar de las actividades que se iban a
realizar y de su importancia. EI compromiso de la comunidad es fundamental para el
buen desarrollo de los trabajos que componen esta tesis y en general para el éxito de
cualquier programa de salud que se pretenda implementar en la zona. Esta idea ha
tomado forma en los ultimos afios a muchos niveles y en algunos programas de salud
de varios paises africanos las intervenciones dirigidas por la comunidad, es decir,
organizadas por los propios agentes comunitarios, forman parte de las estrategias de
control de varias enfermedades, incluyendo la esquistosomiasis (132-134). Esta
alternativa se postula estratégica en el nuevo paradigma planteado para el control de
la esquistosomiasis. Cada vez parece mas evidente que los tratamientos de
administracion masiva de praziquantel no deben restringirse a las escuelas, si no que
deben ampliarse a toda la comunidad, ademas de ser acompafiadas de otras
estrategias, principalmente por dos motivos; con el tratamiento realizado Unicamente
a los nifios que acuden a las escuelas, se pierde el posible efecto sobre la disminucién
de la prevalencia de la esquistosomiasis en la comunidad, ya que permanece una bolsa
de poblacion que incluye a los nifios menores de cinco afios, nifios no escolarizados

por cualquier motivo y personas adultas, que contintan excretando huevos en gran
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cantidad y por tanto perpetuando la transmision. Estas poblaciones excluidas de los
tratamientos periddicos son suficientes para mantener el ciclo de la esquistosomiasis
en niveles elevados, ya que el factor limitante para la transmision es, en mucha mayor
medida que el hospedador humano, el hospedador intermedio, es decir, las especies de
caracol presentes en la zona (135); esta realidad ha sido descrita en varios paises en
los que las medidas de control basadas principalmente en administracion masiva de
medicamentos en las escuelas consiguen disminuir la prevalencia de forma temporal
en el grupo de poblacién en que se administran pero su influencia es menor en la
comunidad y ademas no sostenida en el tiempo (136-140). Por otra parte, el
conocimiento cada vez mayor de todas las consecuencias de la esquistosomiasis, asi
como de la eficacia y sencillez del tratamiento, presiona a las estructuras de salud al
compromiso de tratar a todas las personas afectadas, independientemente de su edad.
Los esfuerzos y costes que supondra implantar estas nuevas estrategias de control, que
ademas de ampliar el foco de los tratamientos masivos, deben incluir otras medidas,
tanto educativas como sanitarias y ambientales, implican necesariamente al tejido
comunitario (141, 142).

Concretamente, en los trabajos que conforman esta tesis, se realizd educacion
sanitaria tanto con los nifios estudiados como con sus familiares, explicando el ciclo
de vida del parasito, las formas de transmision, las posibles medidas preventivas y la
importancia de la enfermedad y de su tratamiento. En el segundo trabajo se pregunt6 a
los nifios y familiares el cumplimiento con el consejo de evitar bafarse en el rio; el
69% de los nifios aseguraron haber seguido esta recomendacién durante el tiempo de
estudio. A pesar de que es posible que pudiese existir un sesgo en esta respuesta
debido a un reconocimiento positivo por parte de los examinadores, se encontrd un
menor grado de morbilidad en el control en este grupo, tanto en los niveles de
hematuria micro y macroscopica y proteinuria como en las lesiones a nivel
ecografico, aunque estas diferencias no fueron significativas. Este hallazgo refuerza la
idea de la importancia de reforzar las medidas educativas en la zona como parte del

control de la esquistosomiasis.
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8. LIMITACIONES

Una limitacion de los trabajos que componen esta tesis es el elevado ndmero de
pérdidas durante todo el periodo de estudio. De todos los pacientes diagnosticados de
esquistosomiasis urinaria durante el estudio epidemioldgico inicial se citaron para la
realizacion de ecografia urinaria 627 nifios, de los cuales se presentaron 157; de ellos,
70 acudieron para el control posterior entre seis y ocho meses después. Los motivos
por los cuales un nimero tan elevado de nifios no realizaron el seguimiento completo
son diversos. En primer lugar, como se ha comentado, estos estudios corresponden a
trabajos muy iniciales de la epidemiologia de la esquistosomiasis en la zona, por lo
que la percepcion de gravedad en relacion a esta enfermedad es ain muy baja; a ello
contribuyen su propia evolucion natural, que dificulta relacionar los episodios de
hematuria practicamente generalizados durante la infancia con los casos de cancer
vesical de aparicion en la mediana edad, asi como la naturaleza focal de la
distribucion de la esquistosomiasis, que provoca una infeccion tan generalizada a
nivel local, que hace complicado discriminar los sintomas atribuibles a la misma.
Ademas, para la realizacion de las ecografias era necesario que los nifios se
trasladasen al hospital acompafiados de un adulto responsable; en algunos casos, dada
la situacion de escasos recursos de la zona donde se realizaron los trabajos, esto podia
suponer un esfuerzo elevado. Para intentar objetivar si esta limitacién podria haber
originado un sesgo importante en los resultados del estudio, se compararon las
caracteristicas de los nifios que continuaron todo el proceso hasta el final del estudio
con las de aquellos que no completaron todos los pasos, observandose que las Unicas
diferencias significativas fueron que los nifios que no completaron eran ligeramente
mas jovenes y tenian un nivel mayor de hematuria microscépica, por lo que pensamos
que estas diferencias no originan un sesgo, y que en todo caso han supuesto una

reduccion en la potencia del estudio.

Otra limitacién importante es la ausencia de datos sobre la intensidad de la infeccién.
En general se recomienda para el diagnostico a nivel poblacional de la infeccion por
S. haematobium la filtracion de la orina a través de filtros con microporos, para
cuantificar el nimero de huevos por 10 ml de orina y este dato se denomina
intensidad de la infeccion. En nuestro caso no se realizé esta técnica por las propias

caracteristicas de los trabajos; hay que tener en cuenta que fueron realizados sin
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financiacion externa y en un contexto de muy escasos recursos; esta determinacion no
fue posible por restricciones tanto técnicas como econdémicas. Ademas, no se realizo
estudio urinario a los pocos dias tras el tratamiento, por lo que no puede afirmarse con
certeza que la tasa de pacientes con excrecioén de huevos de S. haematobium en el
control sean reinfecciones. Creemos que, aunque esta informacion habria sido valiosa,
los resultados obtenidos Unicamente con los datos de prevalencia son validos y

permiten conseguir los objetivos planteados.

Por otra parte, el tiempo de seguimiento fue corto, entre 6 y 8 meses entre la primera
y la segunda ecografia. Aunque este hecho no puede considerarse una limitacion en si
mismo, ya que aporta datos muy valiosos sobre la evolucién a corto plazo, un
seguimiento posterior mas prolongado mejoraria el conocimiento de la dindmica en
varios momentos. Las restricciones previamente planteadas condicionaron también

este aspecto.
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9. CONCLUSIONES

1. La carga de morbilidad en pacientes en edad escolar secundaria a esquistosomiasis
urinaria en el municipio de Cubal, Angola, es de las méas elevadas descritas en zonas

endémicas.

2. La tira reactiva urinaria es util para la prediccion de lesiones patolégicas en el
tracto urinario en esta poblacion. La proteinuria mayor de 300 mg/dL constituye por si
misma un dato de gravedad y es el mejor predictor de lesiones en el tracto urinario
superior, con un valor predictivo positivo para la deteccién de lesiones a cualquier

nivel superior al 90% y para las lesiones del tracto urinario superior del 65%.

3. Tras un periodo de 6-8 meses, las lesiones del tracto urinario tanto inferior como
superior mejoraron de forma muy significativa, pero no desaparecieron
completamente; en un 20% de casos no mejoraron O empeoraron. Tampoco
desaparecieron por completo ninguno de los otros parametros asociados a la infeccién
por Schistosoma haematobium; el parametro con una menor reduccion fue la

proteinuria, que persistio en el 30% de los casos.
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10. LINEAS DE TRABAJO FUTURAS

En conjunto, los dos trabajos que conforman esta tesis, junto con el estudio inicial
incluido en el anexo, conforman un mapa de la situacion epidemioldgica de la
esquistosomiasis en el municipio de Cubal, Angola. Esta informacion es fundamental
tanto para los clinicos e investigadores que trabajan en el terreno como para los
responsables de salud publica. La constatacion de que esta area representa una de las
regiones con mayor carga de enfermedad secundaria a esquistosomiasis urinaria

descritas hasta la fecha abre el campo para multitud de intervenciones.

Logicamente, con esta situacion de alta endemia de esquistosomiasis urinaria, el
control de la morbilidad es una prioridad absoluta en la zona. En este sentido, los
resultados de estos trabajos fueron publicados no s6lo en revistas cientificas de
impacto, si no comunicados a las autoridades sanitarias locales; gracias a ello, el
municipio de Cubal ha sido incluido en el plan nacional de Angola para el control de
esquistosomiasis y en 2017 comenzd por primera vez la distribucion masiva de
praziquantel en la zona. Aunque se trata de una primera medida y mucho trabajo
gueda aun por hacer, el impacto de comenzar actividades preventivas en el municipio

€S enorme.

Como se comentd anteriormente, las medidas educativas, que son un punto
fundamental en el control de la infeccidn, se han venido realizando desde el inicio de
la actividad del equipo investigador en Cubal; estudios sobre el impacto de nuevas
metodologias de aprendizaje en las escuelas seran realizados proximamente, con el fin
de implantar aquellas actividades que demuestren una mayor reduccion sobre la

transmision.

Estudios ambientales en relacion al hospedador intermedio permitiran detallar la
dindmica de la transmisién y abrir la puerta en un futuro a medidas de control
ambientales. En este sentido, se planean estudios sobre cuales son las especies de
caracol presentes en la zona y su distribucion actual. Otros estudios ambientales a
realizar incluyen la determinacion de la posible presencia de especies hibridas en la

zona, Y el posible papel del ganado en la transmision de la infeccion en la zona.

A nivel clinico el conocimiento de la epidemiologia de la enfermedad y la posibilidad
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de diagnosticar la morbilidad de forma directa mediante estudio ecografico y de forma
indirecta mediante la realizacion de tiras reactivas de orina permitira aumentar el
namero de diagndsticos y tratamientos realizados. Ademas, se plantea la realizacion
de protocolos que orienten sobre los tratamientos y controles a realizar en funcién del

nivel de morbilidad individual en cada paciente basados en estos resultados.

La constatacion del alto grado de enfermedad en nifios con una media de edad tan
baja plantea la pregunta de la edad a la que comienzan las lesiones en esta zona, y
hasta qué punto estas lesiones condicionan el desarrollo en la primera infancia, y cual
es su influencia en otras enfermedades muy prevalentes en la zona. Estudios dirigidos
a nifos en edad pre-escolar que permitieran conocer datos tanto clinicos como
inmunoldgicos en este grupo permitirian profundizar en la importancia de la

esquistosomiasis sobre el desarrollo en las primeras etapas de la vida.

Por otra parte, como se ha mostrado, se necesitan estudios ecograficos mas
prolongados que aporten mayor exactitud a la dindmica clinica de la esquistosomiasis
urinaria en la zona. Estudios combinados con diferentes pautas de tratamiento
permitirian establecer los tiempos adecuados para evitar la aparicion de lesiones
patoldgicas; andlisis de coste-eficacia de diferentes estrategias ayudarian a optimizar
las estrategias de administracion masiva de medicamentos en funcién de las

necesidades locales.

Otras areas de estudio que se abren en la zona a raiz de estos trabajos pueden incluir
estudio de farmacocinética de praziquantel en diferentes edades y en pacientes con
otras comorbilidades, trabajos en relacion a la patologia genital o deteccion de

marcadores de lesiones cancerosas en estadios iniciales.
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12. ANEXO

Epidemiologia de la esquistosomiasis y utilidad de los tests de diagndstico
indirecto en nifios en edad escolar en Cubal, Angola.
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Abstract

Introduction

Schistosomiasis remains a public health major problem and little is known in many areas,
mainly in Sub-Saharan Africa

Objectives
To assess the burden and risk factors of schistosomiasis and intestinal parasitic helminthes

in the children of Cubal, Angola, and to compare different diagnostic approaches for urinary
schistosomiasis under field conditions.

Methods

A cross-sectional study was conducted. Urine and faeces samples of school children were
microscopically studied. A random sample of children was obtained from an alphabetically
arranged list of children, taking one of two children. Urine dipstick, colorimetric test and
macrohaematuria were considered as indirect diagnostic methods and compared to direct
urine examination. Possible risk factors for the infection were sex, age, distance to the river
and previous treatment with praziquantel; the assessment was performed using Chi-square
test.

Results

A total of 785 (61.18%) children showed S. haematobium eggs in urine; children living within
500 meters from the river had a higher odds for infection: Odds ratio 1.97 (1.45-2.7 Cl
95%,); urine dipstick showed sensitivity of 96% and specificity of 61.3%, with a positive pre-
dictive value; colorimetric test showed sensitivity of 52.5%, specificity of 74.6% and a
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positive predictive value of 77%. Proteinura was present in 653 (51.1%) children, being
more frequent in children with 5. haematobium in urine (75.2%); 32 of 191 stool samples
(16%) showed the presence of otherintestinal parasites and 8 (4%) for S. haematobium.

Conclusions

Prevalence of urinary schistosomiasis in our study area is much higher than the national
average, considering it as a high-risk community. Proximity to a source of waterwas a risk
factor for the infection. Indirect tests, as urine dipstick and colorimetric test, were useful
tools for diagnosis, due to ease of use and low cost. Proteinuria was a common finding,
probably showing an early structural damage due to schistosomiasis in this group of
children.

Author Summary

Schistosomiasis is a parasitic disease that affects both the individual and the community as
a whole. Its transmission and life cycle depend on non-safe water, as infection is acquired
bathing in fresh water. As in many neglected diseases, information about it is scarce in
many areas, mainly in Sub-Saharan Africa. It is the case in Angola, where a prolonged civil
war has hampered development and research for many years. This paper highlights the
epidemiology of the disease in Cubal, main town of a rural area in central Angola. It shows
a very high prevalence of urinary schistosomiasis in the school-age population of the area;
the risk is higher among the children living closer to one source of water. This population
must be considered as a high-risk community for the development of complications. We
advocate for the use of indirect tests for diagnosis, as urine dipstick and colorimetric test,
due to their easiness of use and low price. At the same time, it relates the presence of the
disease with signs of severity that are usually observed at an older age, suggesting that pre-
vention must be initiated as soon as possible. Overall, this paper will provide the research
and medical community with essential data for future intervention strategies to manage
schistosomiasis in the region.

Introduction

Human schistosomiasis remains, after malaria, one of the main sources of morbidity and mor-
tality in endemic countries, with major consequences on public health and economy, especially
in Sub-Saharan Africa. It is considered as one of the most prevalent parasitic infections in the
world with about 200 million people infected and 20 million with a severe form of the disease.
In Sub-Saharan Africa, it is estimated that more than 200,000 deaths per year are due to schis-
tosomiasis [1]. Other consequences of the disease, as anemia, chronic pain, growth stunting
and nutritional and cognitive impairment have also been recently demonstrated affecting not
only the individual, but also the community as a whole, hampering its development and per-
petuating poverty [2,3].

In 1984 the WHO Expert Committee for the Control of Schistosomiasis approved a strategy
for morbidity control, mainly based on periodic mass treatment in school-aged children, due
to the availability of safe and effective drugs, and ease to administer in a single dose [4]. Then,
one of the first steps required to eliminate the disease is a study of the local characteristics of
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the disease, in order to maximize the impact of the public health measures such as mass drug
administration of praziquantel, by prioritizing the places with a higher prevalence. Although
schistosomiasis may be eradicated in focal areas through current mass drug administration
programmes, global control and elimination will require an integrated approach with multifac-
torial and coordinated interventions. Thus, reliable data on the epidemiology of the disease will
be useful for further actions.

However, these data are scarce in Sub-5aharan Africa and especially in Angola, where there
has only been a single recent study, performed in the north of the country, which informed of
the existence of both intestinal and urinary types of schistosomiasis [5]. A recent national sur-
vey was conducted by the Ministry of Health in order to determine the impact of mass drug
administration campaigns as per the National Neglected Tropical Diseases guidelines. The
estimated overall prevalence of urinary schistosomiasis was 28% [6]. Data regarding urinary
schistosomiasis in Cubal district, in Central Angola, are also scarce and come from old studies
performed in the 1970s, with an estimated prevalence between 35% and 85% [7]. Concerning
intestinal schistosomiasis, there are only isolated reports’. Prevalence and intensity of the infec-
tion and description of intermediate hosts are unknown. The main aim of this study was to
determine the prevalence of urinary and intestinal schistosomiasis and other intestinal parasitic
infections in the children of Cubal. Other objectives were to compare different diagnostic
approaches under field conditions and the assessment of risk factors related to the infection.

Methods

A cross-sectional study was conducted between March 2013 and February 2014 in Cubal, the
capital city of the district.

Study population and data collection

The district of Cubal is situated in western-central Angola. It has an estimated population of
322,000 with 151,000 (47%) children under 15 [8]. In a primary field approach to possible
schistosomiasis infection sources, we noted a pond in the northeastern area of the city, and the
Cubal River, which crosses the city by its southern border. We found no other water facility
nearby used by the local population.

Children studying in years 4 and 5, corresponding to 9-10 years old, were recruited in every
school in Cubal. In order to be representative, we screened at least 50 children in each class,
from a total of approximately 100 children in each class. We randomly selected one of consecu-
tive pairs of children, in alphabetical order. Samples were collected during daily classes.

Participation in the study was voluntary, and with prior parental consent. We excluded chil-
dren whose parents or legal guardians objected to their participation. Age, sex, school and
neighbourhood of each child, as well as previous treatments with albendazole/mebendazole or
praziquantel within the two previous months, were recorded. Distance from their neighbour-
hood to a source of water was estimated on a local actualized map.

Sample size calculation

Sample size calculation was based on the estimated prevalence recorded in the recent National
Survey. For a local prevalence of schistosomiasis of 30% [6], sample size was estimated as 1,280
children under 15 years old for a margin of error of 2.5% (95% confidence interval, [CI 95%]).

In order to avoid missing data, finally 1,425 cases were recorded.
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Urine analysis for Schistosoma haematobium detection

Urine samples were requested from all children included in the survey. Micro and macrohae-
maturia were evaluated for the initial detection of schistosomiasis through three indirect tests:
a colorimetric test, a urine dipstick test, and the visual examination of urine by the researchers.

In the colorimetric test, a picture with six haematuric and non-haematuric urines was
shown to the children to identify what colour corresponded to their daily urine. Urine colours
1,2 and 3 were considered non-haematuric and urine colours 4, 5 and 6 haematuric.

Microscopic haematuria was detected through urine dipstick test (Combi-Screen 115YS).
The results were expressed with a number of crosses, with one cross denoting 5-10 erythro-
cytes per field; two crosses denoting 50 erythrocytes per field and three crosses denoting 300
erythrocytes per field. The same dipstick also detected proteinuria (1 cross = 30 mg/dL; 2
crosses = 100 mg/dL; 3 crosses = 300 mg/dL).

Macroscopic haematuria was determined by one trained researcher. Two blinded indepen-
dent researchers examined with optical microscopy all the urine samples that had micro/
macrohaematuria in at least one of the indirect tests.

The definitive diagnosis of urinary schistosomiasis was made if §. haematobium eggs were
present on the sample. To optimize resources, only one of every five urine samples with three
negative results in the indirect tests for haematuria was examined.

Stool diagnostic technique for schistosomiasis and other parasitic
infections

Stool samples were requested from one in two of the selected children. Microscopical examina-
tion was performed with the formol-ether diagnostic method by the same two blinded
researchers.

Statistical analysis

Continuous variables were expressed as means and standard deviations (SD). The estimated
prevalence of schistosomiasis was calculated overall and stratified by age, gender, school and
neighbourhood. The normal distribution of quantitative variables was tested through the Sha-
piro-Wilk test. Differences of normally distributed variables between groups were evaluated
with ¢-tests and ANOVA. For the non-normally distributed variables, differences were evalu-
ated with the Mann-Whitney U test. Differences on infection status, and odds ratio were evalu-
ated with Chi-square tests. We considered as possible risk factors of infection sex, age, distance
to one of the two possible sources of water (pond and river) and previous treatment with prazi-
quantel. The assessment of factors associated with infection was performed using Chi-square
tests.

Sensitivity, specificity, positive predictive value and positive and negative likelihood ratios
of the three indirect tests were determined using direct microscopical observation of 5. haema-
tobium eggs as the gold standard technique. Comparison of sensitivity, specificity, positive and
negative predictive value of the different diagnostic approaches was made based on magnitude;
no specific statistical testing was performed.

Data collection and calculations were performed using EpilnfoTM version 7 and STATA
version 11.

Ethical aspects

The project was approved by the Vall d'Hebron Research Institute Ethics Committee and by
the Health and Education regional institutions. We conducted previous informative talks with
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school principals, teachers, parents, and community leaders; informed consent was obtained
from all parents or legal guardians. Every student diagnosed with schistosomiasis or intestinal
parasites received appropriate treatment.

Results
Characteristics of the study population

A total of 1,425 children from 19 schools were initially included in the study. Participation ran-
ged from 29 to 192 children among the different schools. Due to drop outs during the recruit-
ment process, urine samples were finally obtained from 1,283 children (90%) and stool
samples from 191 children (13.4%). A total of 655 (51.05%) children were boys. Mean age was
8.7 years (SD 3.2). Only 65 children (4.5%) reported receiving treatment with praziquantel in
the two previous months and 22 (1.5%) with mebendazole or albendazole.

Prevalence of urinary schistosomiasis

Seven hundred and eighty five children were considered to be infected by 5. haematobium. A
crude assessment of prevalence of schistosomiasis infection in the school age population of
Cubal considering only the samples analysed was 61.18% (CI 95%; 58.4-63.9). The prevalence
of urinary schistosomiasis in each neighbourhood of the city of Cubal is shown on Fig 1. As 8.
haematobium eggs were found by microscopy in 15.5% of the samples with three previous neg-
ative tests, the true prevalence can be as high as 63.5% if the distribution for negative indirect
tests is maintained. No statistical differences were found on the distribution of the infection by
sex, age or previous treatment with praziquantel. Proximity to a source of water was associated
with an increased likelihood of infection (Odds ratio 1.97 (1.45-2.70) p < 0.001). These data
are shown in Table 1.

Estimated global prevalence of schistosomiasis through indirect tests

Colorimetric test. 'We made a total of 1.283 colorimetric tests. Among these, 539 children
(42%) reported haematuric urine (39.3-44.8, CI95%).

Micro/macro haematuria. A total of 1,283 urine samples were observed for macroscopic
and microscopic haematuria. The dipstick urine test showed one cross of haematuria in 189
samples (14.7%); two crosses on 131 (10.24%) and three crosses on 524 (40.96%). Therefore,
844 samples were positive for microhaematuria equating to an estimated prevalence of 65.7%
(59.8-72.7, CI95%). Macroscopic observation of haematuria was positive on 219 samples,
equating to an estimated global prevalence of 17.06% (15.15-19.35, CI 95%).

Sensitivity, specificity, positive predictive value, false positives and negative and positive
likelihood ratios of all indirect tests compared with the gold standard (direct visualization of S.
haematobium eggs) are detailed in Table 2,

Considering proteinuria, 1,283 tests were performed. Six hundred and fifty-three (51.1%)
samples were positive, 244 (19.1%) had one cross, 220 (17.2%) two crosses and 189 (14.8%)
three crosses. Proteinuria was found more frequently in the over-11 child age group (57.3%)
and less frequently in the under-five group (33%). The more severe degree of infection (three
crosses) was also more frequent in this group (21.5%). Also, it was much more frequent in the
children thathad S. haematobium eggs in urine (75.2%). The relationship between the degree
of proteinuria with age and detection of 5. haematobium eggs in urine samples is shown in
Table 3.
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Fig 1. Prevalence of urinary schistosomiasis considering 13 distinct neighborhoods and their relationship to the sources of water.
doi:10.1371 fournal.pntd 0004055 g001

Other parasites’ infection prevalence

One hundred and ninety-one stool samples were collected. None was positive for S. mansoni;
Eight (4%) were positive for S. haematobium. The prevalence of various species of intestinal
parasites was 16.7% (12.5--23.7 CI 95%), asin Table 4.

Discussion

The prevalence of urinary schistosomiasis in the studied population (61%) is very high, much
higher than the national average (28%); these data imply that urinary schistosomiasis is a
major public health problem in the area; according to the WHO guidelines [9] the population
as a whole must be considered as a high-risk community and annual treatment campaigns
should be initiated. Furthermore, these data should be used as a baseline for implementation of
a wide range of measures that have been proven effective for schistosomiasis control, such as
health education, clean water supply facilities, sanitation and ecological intervention when pos-
sible [10]. Further studies are needed in order to obtain data about related morbidity and mor-
tality, or prevalence in other age groups. Cubal River surrounds the city of Cubal; throughout
its course it forms a significant number of water bodies appropriate for bathing; there is also a
pond in the north of the city where people wash their clothes. Once all the risk factors were
evaluated, the proximity to one of these sources of water was the only one associated with uri-
nary schistosomiasis. Proximity to a source of water where snail habitats flourish and people
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Table 1. Risk factors for schistosomiasis infection.

Total screened children n: 1.425 Number of children infected by S.haematobium n: 785 OR (Cl 95%) p
Gender
Girls o 390/710 (54.9%) 1.08 (0.86—1.35) 0.55
Age
=<5 81 49/81 (60.4%) 1
68 434 248/434 (57.1%) 0.84 (0.50-1.40) 0.59
11 568 319/568 (56.1%) 0.64 (0.39-1.06) 0.11
=11 265 169/265 (63.7%) 1.05 (0.62—1.80) 0.94
Unknown 77
Distance to the source of water
=1500 219 108/219 (49.3%) 1
1000-1500m 162 B7/162 (53.7%) 1.19 (0.79-1.70) 0.45
500-1000m 158 102/158 (64.6%) 1.87 (1.22-2.84) <0.05
<500m 742 4B8B/742 (65.7%) 1.95 (1.43-2.64) <0.001
Unknown o
Previous treatment with Praziquantel
Treated 65 3B/65 (58.2%) 0.89 (0.54—1.48) 0.75
Unknown 111

OR: odds ratio. Cl: confidence interval.

doi:10.1371 foumal. pnid 0004055 1001

are exposed to the water correlates with areas of high human schistosomiasis prevalence

11,12]; this has also been shown to be the case in other endemic areas in northern Angola,
mainly endemic for S. haematobium [3]. Although not surprising, to highlight the river and the
pond as transmission areas for urinary schistosomiasis might provide a useful baseline for
future malacological studies and ecological interventions, including detection of hot-spots
where environmental intervention could have an impact. No differences of prevalence were
found in relation to age or gender, even considering children younger than five years old
(despite the low number of children in this group of age included in this analysis). These results
reinforce the idea that transmission in the area is really high. This has been shown in areas
highly endemic for intestinal and urinary schistosomiasis [13,14]. Further studies should be
performed to assess the prevalence, disease burden, and safety and efficacy of treatment in pre-
school-age children, as they are not usually included in official mass treatment campaigns.

Regarding the different indirect diagnostic tests, the most useful was the urine dipstick,

with a sensitivity of 96% and a specificity of 61 %; these results are similar to others reported
in previous studies [15-17]. Because of its accuracy, ease of use and quick interpretation it
can be considered as a reliable marker for the rapid diagnosis of urinary schistosomiasis in a

Table 2. Indirect tests utility compared to gold standard (urine parasitological examination).

Positive tests/  Sensitivity  Specificity Positive False Positive Negative
tests performed (%) (%) predictive value  positive (%) likelihood ratio likelihood ratio
(%)
Urine dipstick B44/1283 96.0 613 88.8 11.1 5.09 0.05
Haematuria 21911283 27.1 975 97.2 02 2263 0.74
Colorimetric test 539/1283 525 746 77.0 20.3 207 064
Gold standard (Direct 78511283

examination)
doi:10.1371 foumal. pntd 0004055 1002
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Table 3. Relationship of proteinuria with other parameters.

Samples with proteinuria (n %)

Age Eggs of Schistosomsa haematobium

=<5n=39 68n=406 9-11n=537 =>=12n=260 P Positive n =785 Negative n = 498 P

+(30 mg/dL) 5(12.8%) 74 (167%) 105 (196%)  60(23.1%) <001 197 (25.2%) 47 (9.4%) <0.01
++ (100 mg/dL) 6(154%) 92(20.8%) B89 (16.6%) 33 (12.7%) 209 (26.6%) 12 (2.4%)

+++ (300 mg/dL) 2(519%)  75(16.9%)  56(104%)  56(21.5%) 186 (23.7%) 6 (1.2%)

Positive 13(33.3%) 241 (54.4%) 250 d6.6%) 149 (57.3%) 592 (75.4%) 65 (13.0%)

Negative 26 (66.7%) 202 (45.6%) 287(53.4%) 111 (42.7%) 193 (24.5%) 433 (87.0%)

TOTAL 39(100%) 406 (100%) 537 (100%) 260 (100%) 785 (100%) 498 (100%)

doi10.1371 foumal.pnid 0004055 1003

low-resource, highly endemic context The colorimetric test showed a lower performance, with
a sensitivity of 52% and a specificity of 75%; nevertheless, its positive predictive value was 77%;
despite its limitations, this test offers several advantages, mainly its ease of use, even by non-
qualified staff, at a much lower cost, as no laboratory material or infrastructure is needed.
Moreover, it can be conducted directly in the field, so treatment can be administered at the
same time. This method has been previously reported [18, 19] and it is accepted as a useful tool
in high-endemic areas where application of multifaceted approaches is needed in order to opti-
mize resources. For such cases, we propose a combination of methods, in order to reach as
many infected children as possible; if urine is haematuric, treatment could be directly adminis-
tered; in campaigns in highly affected neighbourhoods, treatment based on the colorimetric
test could be a reasonable approach, though cost-effectiveness studies should be conducted in
the area. Urine dipstick testing, ifavailable, is a reasonable approach to diagnosis in the absence
of rapid access to microscopy.

Interestingly, 51% of the samples showed some degree of proteinuria; most of these cases
presented concomitantly haematuria and S. haematobium eggs and the older children were
more affected; the relationship of 5. haematobium presence and proteinuria has been shown
previously [20, 21], but further studies are required to determine whether the presence of pro-
teinuria is associated with structural damage in the upper urinary tract, or a worse prognosis,
even at such a young age.

Despite urinary schistosomiasis and macroscopic haematuria being common among chil-
dren in the community, very few had received treatment with praziquantel (4.5% in the previ-
ous two months), showing the lack of preventive chemotherapy use in the area [6]. Further
studies of the knowled ge and beliefs about the disease among community and health workers
could help to guide future educational campaigns [22, 23].

Table 4. Prevalence of intestinal parasites.

Parasite N (%) Cl 95%
Hookworm 11 5.79 2.93-10.12
Hymenolepis nana 10 526 2.55-047
Taenla sp. 5 263 0.86-6.03
Ascaris lumbricoldes ) 263 0.86-6.03
Hymenolepis diminuta 2 1.05 0.13-3.75
Strongyloides stercoralis 1 0.53 0.01-2.90

Cl = Confidence Interval

dai:10.1371/joumnal. pritd 0004055.1004
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We did not detect the presence of intestinal schistosomiasis in the study area; this finding is
consistent with the clinical impression and with previous reports [5, 7], given that both species
of schistosomiasis are present in different regions in Angola, showing a patchy distribution.
This is possibly due to geographical and ecological factors, but it should be confirmed with
malacological studies which could identify the specific species of fresh water snails present in
the area.

Although other parasitic infections were not rare (16.75%) in the studied population, preva-
lence was lower than the national average (40% in school-aged children [6]), mainly in the case
of Strongyloides stercoralis. This lower ratio could be explained by diverse factors. We do not
believe that previous treatment could be the reason, as geohelminths mass treatment cam-
paigns have not been implemented on a regular basis in this area and only 1.5% children had
taken any antihelmintic treatment in the two previous months; the difficulty in collecting faecal
samples, which conditioned a low number of specimens, and the processing technique used
(formol-ether) in only one sample are likely reasons for the underestimation of the prevalence
of geohelminths, mainly for Strongyloides stercoralis [24], as larvae of this parasite are better
visualized on direct examination. These are the main limitations of this study. A secondary sur-
vey focused on intestinal helminths is warranted, in order to assess more precisely the preva-
lence and intensity levels of infection.

A not negligible amount of S. haematobium eggs in faeces was found. This is probably the
result of a hyperparasitation that leads to migration of parasites to the intestinal vessels; this
phenomenon can be explained by a spill-over caused by high loads of parasites [25]. Another
possible explanation, however less likely, might be contamination of faeces with urine, mainly
in the case of girls or very small children; however, this is not supported by the study’s data, as
6/8 (75%) children with S. haematobium eggs in faeces were boys and 8/8 (100%) were eight or
more years old. An explanation that has been suggested in other studies is sexual interaction
between the two species of schistosomes (S. haematobium and 5. mansoni) [26, 27], but this is
unlikely in this study, as no §. mansoni was diagnosed. More studies are required to determine
whether different species of snails than previously described could have a role in these cases.

This survey is one of the few studies conducted in Angola into the epidemioclogy of neglected
tropical diseases, particularly schistosomiasis. It is the result of a coordinated effort between
educational authorities and the local administration and this is one of its mains strengths, as it
allowed for successtul planning and implementation of the study, as well as a good way to
approach the community facilitating educational tasks. More importantly, such collaboration
will be essential for future interventions that are warranted in the community, such as imple-
mentation of preventive therapy, ecological studies or educational tasks. Additional informa-
tion, such as socio-economic characteristics, life habits in relation to the use of water and
latrines should be included in further surveys.

Conclusions

The prevalence of urinary schistosomiasis in the school-age population of Cubal, Angola, is very
high, indicating the need for urgent intervention at a public health level, the major risk factor
being the proximity to one of the main sources of water. Indirect tests, such as urine dipstick and
colorimetric tests are useful tools for diagnosis in this context. Further studies are needed in
order to assess more accurately the prevalence of intestinal schistosomiasis and geohelminths.
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