UNIVERSIDAD NACIONAL MAYOR DE SAN MARCOS

FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS

ESCUELA DE POST GRADO

Evaluacion y diagnostico del estado de la teniasis en el
Perd : 1997-2009

TESIS

Para optar al grado de Doctor en Ciencias Biologicas

AUTOR

Juan Atilio Jiménez Chunga
ASESOR

Pablo S. Ramirez Roca

Lima - Peru
2011



DEDICATORIA

A DIOS, a quien siempre tengo presente y acompana.

A mis padres Juan y Santos, a mis hermanos, Giulliana, Giovanna,
Elisa, Adan, Eva; sobrinos: Alex, Otilia, Christian, Omar, Rodrigo,
Santiago y demas familia por su apoyo moral y espiritual ya que sin
él no hubiera podido culminar con éxito mi formacién profesional.

A mi esposa Maritza por el apoyo incondicional que siempre me
brinda.



AGRADECIMIENTOS

Al Dr. Pablo Ramirez Roca por su asesoramiento en la realizacion del
presente estudio.

Al Dr. Hugo Garcia y Dra. Silvia Rodriguez por las facilidades brindadas
durante el desarrollo de este trabajo.

A mis companeros y amigos del Laboratorio de Cisticercosis del Instituto
Nacional de Ciencia Neurolégicas (INCN), quienes, de una u otra manera,
contribuyeron valiosamente en la culminacion de este trabajo.



CONTENIDO Paginas

LISTA DE FIGURAS ....eecuceccccsssnsssssssssssssssssssssssssasasssssssssssssssssssssasasassssans v
LISTA DE TABLAS ... sssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssasasssssssssssssssssasas Vi
ABREVIATURAS .....ceiuiereiessssssssssssss s ssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssasasasssssssssseas Vil
RESUNMEN ....eeeieiesececscscscssss s s ssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssasssssssssssssaeas Vil
=153 1 27 Yoz IX
1. INTRODUCCION......ceemrereccciessasesessssassssssssssasssssssssssssssssssassssssssssasasssnsnns 1
2. GENERALIDADES.........ciiecucucscccesessssssssssssssssssssssssssssssssssssssasasasssssssssasaeas 3
B HIPOTESIS ...ecuceiecereccensssscseesssssssessssssssssessssssassessssssssssssssssssassssssssssasssaes 25
4. OBUETIVOS ....eiuiucececacccecssssessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssasasssssssssneas 25
5. MATERIAL Y METODOS .....ccetemruracremrssssssessssssssssssssssssssssssssasssssssssasssaes 26
6. RESULTADOS......ocuiererereissasscsssscesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasasssssssssseas 32
7. DISCUSION......ceemcerecceemssssceesssssssesssssssssesssssssas e s sssssassesssssssassssssssssasssaes 45
8. CONCLUSIONES.......cucucucucrccessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssasasssssssssneas 53
9. RECOMENDACIONES ......coceeuccrrrrsrsssssssssssssssssssssssssssssasssssasssssssssssaeas 54
10. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ......ouoieierercccscccsssssesssssssssssssssssens 55
ANEXOS ...oeovrrersesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssasasssssssssneas 63



LISTA DE FIGURAS

Pag.
Figura 1. Ciclo biologico de T. solium/T. saginata...........................ccccvvveeeunne.... 5
Figura 2. Placa de ELISA-coproantigeno.................c.ccccooeeviieeeniiiiieeeennieeeeeenen, 10
Figura 3. Western Blot con el antigeno recombinante rES33.......................... 13
Figura 4. Neurocisticercosis (con cisticercos calcificados)................................ 16
Figura 5. Neurocisticercosis (con cisticercos viables) .................cccooviiiiienn..n. 18



LISTADE TABLAS

Pag.

Tabla N° 1. Evaluacion de la microscopia, coproantigeno y rES33 en pacientes
que eliminaron 7. solium y T. saginata ....................cccccccouvvveeieeeennincnnannn. 33
Tabla N° 2. Combinacion de la microscopia, coproantigeno y rES33 en
pacientes que eliminaron 7. solium...................ccccccoeevvvviiiiiiiiieeeeenininen, 34
Tabla N° 3: Evaluacion de tres muestras de heces por microscopia y/o
coproantigeno y rES33 en pacientes potadores de T. solium .................... 36

Tabla N° 4: Evaluacion de tres muestras de heces por microscopia y/o

coproantigeno y rES33 en pacientes potadores de 7. saginata.................. 38
Tabla N° 5: Distribucion de los casos de Teniasis por sexo ...................cc........ 39
Tabla N° 6: Distribucion de los casos de Teniasis por grupo etareo................ 40
Tabla N° 7: Neurocisticercosis en portadores de T. solium .............................. 42
Por lugar de Procedencia ..............c..uvviiiiiiiiiiiiiiiiiee e 42

Tabla N° 8: Neurocisticercosis (cisticercos viables) vs. Neurocisticercosis

(cisticercis calcificados) en portadores de 7. solium................................. 44

Vi



ABREVIATURAS

TSET: Técnica de sedimentacién espontanea en tubo
CoAg: Coproantigeno

WB: Western blot

EITB: Electro-Inmuno-Transferencia-Blot

SDS-PAGE: Sodium Dodecyl Sulfate— PolyAcrylamyde
Gel Electrophoresis

ELISA: Enzyme Linked Inmunosorbent Assay

PCR: Reaccién en Cadena de la Polimerasa

TSES: antigeno excrecion /secrecién de T. solium
rES33: proteina recombinante de excrecion /secrecion 33
NCC: Neurocisticercosis

PBS: Phosphate-buffered saline.

IECN: Instituto Nacional de Ciencias Neuroldgicas.
TAC: Tomografia axial computarizada.

RM: Resonancia magnética.

Vi



RESUMEN

El hombre es el hospedero definitivo de la Taenia solium, céstodo zoondtico, y
la Unica fuente de infeccién de la cisticercosis para los cerdos y los humanos.
Las especies mas comunes que afectan al hombre son Taenia soliumy Taenia
saginata, cuya distribucion es cosmopolita. La deteccibn de portadores
humanos del gusano adulto constituye uno de los pilares fundamentales para la
culminacién del ciclo biolégico. Las técnicas convencionales para el diagnéstico
de portadores de Taenia sp se basan en el hallazgo de huevos en heces, el
ELISA de captura (coproantigeno), y el diagnéstico seroldgico. El objetivo del
trabajo fue evaluar los métodos diagnésticos para la teniasis intestinal en zonas
endémicas del Peru. El estudio se llevd a cabo durante los afios 1997 al 2009.
La poblacion de estudio consistié en 324 pacientes, que acudieron al IECN por
sintomatologia neurologica ademas de pacientes provenientes de estudios de
campo, que eliminaron todos ellos Taenia sp, después de recibir tratamiento.
Resultados: De los 324 pacientes, 299 eliminaron T. solium'y 25 eliminaron T.
saginata. De los pacientes que eliminaron T. solium, 60% (178/299) fueron de
sexo femenino y 40% (121/299) fueron de sexo masculino. El 86% (259/299)
de nuestros casos fueron diagnosticados por microscopia, y 95% (144/151) por
coproantigeno. Asi mismo, se obtuvo una muestra de suero por paciente la
cual fue evaluada por Western blot con antigeno recombinante rES33, donde
99% (164/166) fueron positivos. De los pacientes que eliminaron T. saginata, el
100% (25/25) de los casos fueron positivos a microscopia, ninguno fue
diagnosticado por coproantigeno. Asi mismo ningun suero fue positivo al
recombinante rES33 (0/20). El riesgo de adquirir neurocisticercosis (NCC) fue
evaluado en 120 pacientes con teniasis confirmada por T. solium.
Conclusiones: Se puede observar que hay una tendencia del sexo femenino a
adquirir teniasis. El diagnéstico por coproantigeno ha demostrado detectar
solamente casos de teniasis por T. solium, lo mismo que el recombinante
rES33; probablemente la combinacion de ambas pruebas mejore aun mas la
posibilidad de deteccidon. Se encontré que el riesgo de adquirir NCC fue bajo en
areas no endémicas y que la NCC (cisticercos viables) fue encontrada sélo en
pacientes sintomaticos y familiares.

Palabras claves: Coproantigeno, microscopia, Teniasis, Western blot.
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ABSTRACT

Man is the definitive host of Taenia solium tapeworm zoonotic, and the only
source of infection of cysticercosis in pigs and humans. The most common
species that affect humans are Taenia solium and Taenia saginata, whose
distribution is cosmopolitan. Detection of human carriers of adult worms is one
of the pillars for the breaking of the cycle. Conventional techniques for the
diagnosis of carriers of Taenia sp. are based on finding eggs in feces, capture
ELISA (coproantigen) and serological diagnosis. The objective was to evaluate
diagnostic methods for intestinal taeniasis in endemic areas of Peru. The study
was conducted during 1997 to 2009. The study population consisted of 324
patients who attended the IECN by neurological symptoms in addition to
patients from field studies, which eliminated all Taenia sp. after treatment.
Results: Of 324 patients, 299 eliminated T. solium and 25 eliminated T.
saginata. Of the patients who eliminated T. solium, 60% (178/299) were female
and 40% (121/299) were male. 86% (259/299) of our cases were diagnosed by
microscopy, and 95% (144/151) for coproantigen. Likewise, we obtained a
sample of patient's serum which was evaluated by Western blot with
recombinant antigen rES33, where 99% (164/166) were positive. Of the patients
who eliminated T. saginata, 100% (25/25) of cases were positive microscopy,
none was diagnosed coproantigen. Likewise, no serum was positive
recombinant rES33 (0 / 20). The risk of acquiring neurocysticercosis (NCC) was
evaluated in 120 patients with confirmed taeniasis T. solium. Conclusions: We
can see that there is a tendency of females to acquire taeniasis. Diagnostic
coproantigen has shown only detect cases of taeniasis with T. solium, as well
as the recombinant rES33, probably the combination of the two tests further
improves the possibility of detection. It was found that the risk of acquiring NCC
was low in non-endemic areas and that the NCC was found viable only in
symptomatic patients and relatives.

Keywords: Coproantigen, microscopy, Taeniasis, Western blot.



1. INTRODUCCION

Tres especies de Taenia afectan al hombre como hospedero definitivo: T.
saginata, T. solium, y T. asiatica. Asi, la teniasis es causada por la fase adulta de
T. solium o T. saginata, mientras que la cisticercosis es consecuencia de la
infeccién por el estadio larvario del parasito (cisticerco o metacestode) (Ferrer,
2006). La teniasis solo afecta al humano ya que éste es el Unico hospedero
definitivo del parasito, mientras que la cisticercosis ocurre en el animal (cerdo o
bovino) como hospedero intermediario habitual. El cisticerco de T. solium
(Cisticercus cellulosae) causa la cisticercosis porcina y humana, ya que el hombre
también puede convertirse en hospedero intermediario accidental de T. solium; el
cisticerco de T. saginata (Cisticercus bovis) provoca la cisticercosis bovina poco
frecuente en el hombre (Flisser, 1987; White, 1997). La cisticercosis porcina es
endémica en muchos paises en vias de desarrollo presentandose particularmente
en lugares donde la carne de cerdo se ingiere insuficientemente cocida, y en
lugares donde las condiciones sanitarias permiten a los cerdos tener acceso a las
heces humanas. El parasito es considerado de importancia médica y veterinaria
causando morbi-mortalidad en humanos y produciendo pérdidas de los animales
de consumo (Garcia, 1996). La T. saginata asiatica afecta también a humanos
(Eom, 1993; Fan, 1988) la cual tiene como hospedero intermediario al cerdo y
animales silvestres (Hoberg, 2002), (Fan, 1988; Galan-Puchades, 2000; Hoberg,
2002). El estadio larval de T. asiatica (Cisticercus viscerotropica) en el cerdo
muestra un marcado tropismo por el higado por lo cual causa cisticercosis hepatica
en el hospedero intermediario (Eom, Rim,1992).

Segun la Organizaciéon Mundial de la Salud, en su IX revisién, la teniasis se
describe: “infeccidén por Taenia solium forma intestinal 123.0” (Rodriguez, 1996). El
término "teniasis" deberia ser reemplazado por "teniosis", dado que la Asociacion
Mundial para el Avance de la Parasitologia Veterinaria y posteriormente la
Federacién Mundial de Parasitélogos sugieren que se uniformice la terminologia de
las parasitosis y que el nombre de ésta se conformara por el género del parasito y
la terminacién "osis" en todos los casos. La raiz griega "isis" en su significado,
puede asimilarse al efecto de dafio, lesion o dolencia y la raiz griega "osis", puede
asimilarse a la situacion de parasitado o portador, que puede llegar a dafno (Flisser
et al., 1997; Naquira C., 2005).



Dentro del ciclo biologico del parasito el portador humano es considerado el
mas importante en la propagacién de la enfermedad y en la transmisién de la
cisticercosis tanto animal como humana. La deteccién de portadores humanos de
la forma adulta de T. solium constituye uno de los pilares fundamentales para la
culminacién del ciclo bioldgico, siendo un problema de salud publica que no solo
afecta a areas endémicas, puesto que se ha observado un namero creciente de
casos en otras zonas geograficas.

Actualmente la utilizacion de la técnicas moleculares esta contribuyendo
grandemente en el conocimiento de la magnitud del problema de la teniasis
intestinal ya que ha mejorado la deteccidén especie-especifica de los portadores de
Taenia sp pero tiene el inconveniente de requerir el material parasitario, esta
desventaja ha sido superada por el inmunodiagnostico de teniasis/cisticercosis
basado en coproantigeno (Allan et al., 1990) y antigenos recombinantes (Levine et
al., 2007), sin embargo hacen falta mas estudios para completar la evaluacion de
estas nuevas herramientas y su aplicaciéon en el diagnostico de la enfermedad.

El presente trabajo de investigacién es un estudio descriptivo analitico,
longitudinal del estado de la teniasis intestinal en el Peru, durante el periodo de
1997 al 2009, a partir de la base de datos seleccionada y proporcionada por la
Unidad de Cisticercosis del Instituto Nacional de Ciencias Neurolédgicas (IECN).

El objetivo principal de la tesis fue evaluar los métodos existentes de
diagnostico en pacientes que eliminaron el céstodo después de tratamiento.
Fueron analizadas las siguientes variables:

1. Microscopia
Coproantigeno
Antigeno recombinante rES33
Edad

Sexo

R

Neurocisticercosis (NCC) en portadores de T. solium.



2. GENERALIDADES

2.1 CLASIFICACION TAXONOMICA

La clasificacién taxonémica se muestra de la siguiente manera:
e Phylum: Platyhelminthes
e Subphylum: Neodermata
o Clase: Cestoidea

e Subclase: Eucestoda

e Orden: Cyclophyllidea

e Familia: Taeniidae

e Género: Taenia

e Especie: Taenia solium, Taenia saginata (Botero,

2003; Flisser et al., 1997; Garcia-Albea, 1991).

2.2 CICLO BIOLOGICO

El ciclo de vida involucra a dos hospederos (Figura 1). La teniasis intestinal
se desarrolla cuando el hombre (hospedero definitivo) ingiere la carne de cerdo o
bovino infectada con cisticercos. El cisticerco llega al intestino y se digiere la
membrana que lo cubre, quedando libre el escolex el que se fija a la mucosa
intestinal mediante las ventosas y rostelo (7. solium), desarrollando una cadena de
proglétidos que daran lugar al parasito adulto en aproximadamente tres meses
después de la infeccion (Silverman, 1954), pudiendo permanecer en el intestino
durante anos. Existe informacion de casos en Europa que mencionan hasta 15
anos (Aluja et al., 2006). Sin embargo, algunas observaciones en México hablan de
un lapso de vida mucho mas corto (Aluja et al., 2006). Los huevos en gran nimero
(hasta 50,000) que pueden permanecer viables en el medio ambiente hasta por 60
dias (Mehlhorn, 1993). Para la infeccién con T. solium, el cerdo actia como
hospedero intermediario habitual de la larva cisticerco, y debido a sus habitos
coprofagicos, ingiere cientos de estos huevos infectandose (cisticercosis animal)
(Gonzalez et al., 2005).



La oncosfera se disemina por via sanguinea e invade preferentemente el
tejido conjuntivo interfasicular de los musculos, sistema nervioso y el ojo, hasta
formar después de tres meses la larva cisticerco (Garcia et al,, 1993; Yoshino,
1933). Solamente el humano es el hospedero definitivo habitual de T. solium; se
han podido obtener gusanos inmaduros en roedores como hamster dorado
(Mesocrisetus auratus), gerbils, chinchillas (Chinchilla laginer), y gibbon (Hylobates
lar) previa inmunosupresion del animal (Cadigan et al., 1967; Garcia et al., 2003;
Maravilla et al., 1998).
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Figura 1. Ciclo biolégico de T. solium/T. saginata. Los seres humanos son los
Unicos hospederos definitivos de T. solium y T. saginata (teniasis). El ganado vacuno
(T. saginata) y cerdos (T. solium) se infectan al ingerir vegetales contaminados con
huevos o proglétidos gravidos siendo los hospederos intermediarios habituales
(cisticercosis) (Traducido por http//www.dpd.cdc.gov/dpdx/espariol).




2.3 MORFOLOGIA DEL PARASITO

2.3.1 ESTROBILA

La Taenia presenta una cabeza o escoélex, formado por cuatro ventosas y
22-32 ganchos, distribuidos alternadamente sobre un rostelo (7. solium) (Yoshino,
1933), constituyendo sus érganos de fijacion a la mucosa intestinal, ausente en T.
saginata que solo presenta cuatro ventosas; un cuello corto y delgado que
constituye la porciéon de mayor actividad biosintética pues a partir de aqui se van a
ir formando los proglétidos y el cuerpo o estrobilo de color blanco-marfil, que es la
porcidbn mas larga del parasito y esta formado por cientos de proglétidos, divididos
en inmaduros, maduros y gravidos. La longitud de la T. solium es de 2 a 4 metros a
diferencia de T. saginata que puede medir de 4 a 12 metros (Naquira C, 1999a;
Naquira C., 1999b; Nieves et al., 2005).

2.3.2 HUEVO

Los huevos son morfolégicamente indistinguibles de otras especies de
ténidos e idénticos a los de T. saginata incluyendo la subespecie T. saginata
asiatica. Los huevos son esféricos de color amarillo-pardo-marrén, miden
aproximadamente entre 35 a 50 ym, y tienen apariencia radiada cuando se
observan bajo el microscopio de luz. El embriéforo esta formado por una cubierta
de bloques embrioféricos unidos por una proteina cementante que le dan al huevo
una apariencia fisica radiada unidos de manera contigua (Flisser et al., 1997;
Garcia et al., 2001; Laclette et al., 1982; Yoshino, 1933). Los huevos contenidos en
los proglétidos gravidos tienen diferente grado de maduracion; alrededor del 50%
de los huevos contienen oncésferas infectivas totalmente desarrolladas (Aluja et
al., 2006).

2.3.3 CISTICERCO

Cisticercus cellulosae, forma larvaria de T. solium, estd formado por una
vesicula ovalada y translucida llena de liquido vesicular (de 0.5 a 2 cm. de diametro
mayor) presenta un escélex invaginado provisto de rostelo y ganchos (Flisser et al.,
1997; Yoshino, 1933). En un corte histolégico podemos distinguir el tegumento del
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parasito, canal espiral, canal de entrada, vestibulo, y capsula del hospedero (Aluja
et al., 2006; Cox, 2002; Flisser et al., 1997).

2.4 DIAGNOSTICO DE TENIASIS INTESTINAL

2.4.1 MICROSCOPIA

El diagnéstico de teniasis se realiza por técnicas coproparasitolégicas
tradicionales, las cuales no han sufrido modificaciones a pesar de su baja
sensibilidad, esto debido principalmente a factores biologicos del parasito y a la
falta de experiencia para poder identificar los huevos de Taenia sp. El diagnéstico
de teniasis comprende: observacion de proglétidos, escélex o huevos en materia
fecal, con técnicas de laboratorio como el examen directo simple (suero fisiol6gico
o lugol), y técnicas de concentracion: flotacion con sulfato de zinc, método de
Ritchie, técnicas de cuantificacién por Kato-Katz; la técnica de Graham, asi como
la sedimentacién simple y cualquier otro método que demuestre una alta
sensibilidad y especificidad (Nieves et al., 2005; OPS, 1993; Pawlowski, 1972;
Rodriguez, 1996; Tello, 2000).

La microscopia directa es el método mas utilizado y disponible en los
laboratorios, con la desventaja de presentar una baja sensibilidad (Pajuelo-
Camacho et al.,, 2006). Tradicionalmente, se descubre al portador de Taenia
cuando éste expulsa proglétidos o cuando el examen microscépico resulta positivo
a huevos del pardsito, siendo la técnica mas usada en estudios de campo
reportandose sensibilidades entre 38%, 50% y 78% (Allan et al., 1996b; Schantz,
1989). Se ha publicado una técnica de histologia basica con coloracion
hematoxilina-eosina en secciones histolégicas de proglétidos que permiten el
diagnéstico de especie (Mayta et al., 2000; Meza-Lucas, 2002).

La técnica de sedimentacion espontanea en tubo (TSET) descrita por Tello
et al,, 2000, tiene como fundamento la sedimentacién espontanea en solucién
salina fisiolégica tanto de protozoarios como de helmintos, y ha demostrado tener
un alto rendimiento en el diagnéstico de helmintos y ser adaptable facilmente tanto
en comunidades rurales y urbanas (Lau Chong et al., 2005; Maco et al., 2002;
Pajuelo-Camacho et al., 2006; Tello, 2000).



2.4.2 COPROANTIGENO

Los coproantigenos son productos especificos de un parasito que se
eliminan en las heces del paciente y que son susceptibles de su deteccién por
técnicas inmunolégicas, como por ejemplo ELISA (Enzyme Linked Inmunosorbent
Assay) (Allan et al, 2003; Ubeira et al, 2009). La inmunodeteccién de
coproantigeno se basa en el empleo de anticuerpos, monoclonales o policlonales,
que reconocen especificamente los productos eliminados (secrecién, superficie o
somaticos (Allan et al., 2003; Maass et al., 1991; Valero et al., 2009) por los
parasitos que invaden el intestino y 6rganos anexos del hombre (Allan, 2006). Se
han desarrollado métodos de coproantigeno para el diagnéstico tanto de protozoos
como de helmintos (Fuentes et al., 2010).

Brevemente, inicialmente los anticuerpos preparados contra las moléculas
del parasito a diagnosticar se inmovilizan sobre un soporte sélido, con frecuencia
placas de ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA), membranas
inmunocromatograficas y otros materiales inertes. Después, los soportes
sensibilizados se incuban con muestras diluidas de las heces sospechosas (Maass
et al, 1991). Por ultimo, los complejos inmunes se detectan con el mismo
anticuerpo empleado en un principio o con otro de especificidad semejante, o
distinta, al previamente utilizado (Allan et al., 1990).

Con respecto a Taenia, la eliminacién de productos de excrecidén-secrecion,
del parasito adulto con capacidad antigénica en las heces (coproantigeno), han
sido detectados con anticuerpos policlonales especificos (producidos en conejos),
mediante un ELISA de captura; todo esto obtenido a partir del modelo experimental
de teniasis en el hamster dorado (Allan et al., 1990).

Las ventajas del coproantigeno en el diagnéstico parasitolégico son: a) la
mayoria de las pruebas muestran una buena sensibilidad y especificidad; b) no
requiere personal técnico experimentado para su ejecucion; ¢) es un diagnéstico
rapido, de facil interpretacién y que posibilita el manejo de gran numero de
muestras, en estudios de campo; d) habitualmente, no encontrarlos en las heces
se relaciona con la eliminacion del parasito mediante una tratamiento eficaz; e)
conduce a la diferenciacion entre infecciones pasadas y recientes, y f) permite, en
algunos casos, la distincion de especies. Como desventaja tenemos el mayor costo
de los reactivos, la obligacién de emplear heces recientes o congeladas en la

8



mayoria de los ensayos comercializados y, en ocasiones, la necesidad de
examinar mas de una muestra para conseguir un resultado concluyente, y sobre
todo que el paciente esté dispuesto a colectar la muestra (Fuentes et al., 2010).

En el caso de Taenia, este método tiene la ventaja de no requerir mayores
cuidados para el transporte, almacenamiento y procesamiento de las muestras.
Los coproantigeno son estables durante dias en muestras fecales no fijadas a
temperatura ambiente, y durante periodos muy largos (meses o0 aios) en muestras
congeladas o fijadas con formalina 5% a temperatura ambiente (Allan, 2006).

El coproantigeno para Taenia ha mejorado el diagndstico en cuanto a su
sensibilidad, aumentandolo a mas de 90%, no dando reactividad cruzada con
heces de individuos sanos o de aquéllos infectados con Hymenolepis nana (Allan,
2006; Allan et al., 1993; Allan et al., 2003; Guezala et al., 2009).



Control positivo fuerte Control positivo intermedio
(por duplicado) (por duplicado)

Muestras de pacientes por duplicado  Controles negativos (6 x duplicado)

Figura 2. Placa de ELISA - coproantigeno. Los pocillos positivos presentan
coloracion azul y los pocillos negativos color transparente. En diagonal se
encuentran los controles negativos (6) y en la fila A el control positivo fuerte (por
duplicado) y el control positivo intermedio (por duplicado). Estos resultados fueron
obtenidos en el Laboratorio de Cisticercosis-INCN.
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4.3 ELECTROIMMUNOTRANSFERENCIA (EITB)

El Western Blot es una técnica que combina el gran poder de resolucion del
SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate—PolyAcrylamyde Gel Electrophoresis) y la
gran sensibilidad del ELISA (Enzyme Linked Inmunosorbent Assay) para producir
una herramienta extremadamente poderosa para el estudio de la combinacién
antigeno-anticuerpo (Towbin et al., 1979; Tsang, 1987; Tsang et al., 1985; Tsang et
al., 1991; Tsang et al., 1989; Tsang et al., 1983). El método consta de 3 etapas:
Electroforesis, transferencia y blot (Tsang et al., 1983). Trabajar con las proteinas
fijadas sobre una membrana tiene ventajas sobre emplearlas dentro del propio gel
ya que son mas rapidas de tefir, se detectan cantidades pequefas, las
membranas son mucho mas faciles de manipular que el propio gel, y presenta alta
especificidad. Como desventajas tenemos que requiere de una intensa y delicada
labor que puede durar varios dias. Los resultados necesitan ser interpretados
usando un criterio estricto ya que se basa en la observacion de bandas coloreadas
(Yabar, 2003).

El diagnéstico serolégico de la infeccion por teniasis esta basado en la
busqueda de anticuerpos especificos. En 1999 Willkins et al., desarrollaron la
primera herramienta para la deteccién serolégica de teniasis. Esta prueba detecté
anticuerpos en sueros de pacientes teniasicos, utilizando antigenos del gusano
cultivado in vitro, estas proteinas fueron denominadas antigenos de excrecién
/secrecién de T. solium (TSES). Se encontraron dos antigenos especificos de
excrecion /secrecidon de T. solium, cuyos pesos moleculares fueron de 33 kDa y 38
kDa respectivamente, presentes en los sobrenadantes de los cultivos del parasito
(Wilkins et al., 1999) (Figura 3).

2.4.4 PROTEINAS RECOMBINANTES
Siendo los antigenos recombinantes especificos una alternativa para el

diagnéstico de la enfermedad, se logré reemplazar los antigenos nativos (TSES:
proteina de excrecion /secrecién de T. solium de 33 kDa y 38 kDa), por proteinas
recombinantes. El antigeno nativo TSES 33 para el diagnéstico de teniasis fue
caracterizada, y el gen que la codifica fue clonado y expresado en el sistema
Baculovirus, para producir la proteina en su forma recombinante (Levine et al.,
2004).

11



2.4.5 TECNICAS MOLECULARES

Se trata de protocolos de PCR (Reaccién en Cadena de la Polimerasa)
basados en el estudio de la secuencia del DNA del parasito, utilizando segmentos
génicos como del 5.8S RNA ribosomal, marcadores oligonucleétidos especificos de
cada especie e inclusive el segmento del gen 12S rDNA mitocondrial, mediante los
cuales se pueden hacer estudios comparativos entre T. solium y T. saginata
convirtiéndose éste en un método rapido, sensible y especifico.

Sin embargo, este ensayo requiere equipo sofisticado, reactivos caros y
sobre todo contar con el material parasitario (Gonzalez et al., 2000; Mayta et al.,
2000; Rodriguez, 2001).
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Figura 3. Western Blot con el antigeno recombinante rES33. Se
muestra el blot del rES33 a una concentracion de 0.3 g/mm en un gel de
gradiente 5-22.5% en SDS PAGE vy transferidos a una membrana de
nitrocelulosa. Las tiras con el antigeno se cortaron a 3 mm de ancho, cada
tira se incubd con el suero de cada paciente a una dilucién 1:50. Las tiras 2
345678910111213 141516 17 18 19 son sueros positivos al rES33
(como se indica en la flecha). Las tira 1 es negativa al rES33. Estos
resultados fueron obtenidos en el Laboratorio de Cisticercosis-INCN.
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2.5 CISTICERCOSIS HUMANA

La cisticercosis es una enfermedad grave. El hombre puede albergar desde
un cisticerco a varios centenares. La localizacion de mayor frecuencia es el
sistema nervioso central (SNC) o neurocisticercosis (NCC) y, en segundo lugar, la
del ojo (cisticercosis ocular). La sintomatologia de la NCC varia con el nimero de
cisticercos; su estado de desarrollo (jovenes, maduros, intactos, degenerados); su
variedad morfolégica (vesiculosa o racemosa); su ubicacién en el SNC; la
respuesta inflamatoria que despierte y las reacciones que produzca en el paciente
(Correa, 1991; Garcia, 1996; Garcia et al., 2003). El 40% de cisticercosis humana
tiene localizacién cerebral. Se presenta habitualmente en adultos jovenes, con
cierta predominancia discreta en el sexo masculino. Las edades de mayor
prevalencia se situan entre los 20 y 40 anos (80% de los casos) (Escalante, 1973a;
Escalante, 1977b; Escalante, 1977c). Los examenes de ayuda al diagnéstico como
la tomografia axial computarizada (TAC) (Davila et al., 2002; Loo, 1982; Sotelo et
al., 1985) y la resonancia magnética (RM) estan permitiendo realizar un mejor
diagnéstico. La técnica de Western Blot (WB) ha demostrado ser sensible,
especifica y reproducible constituyendo la prueba de inmunodiagnéstico de
eleccion para confirmar un diagnéstico presuntivo clinico y radiolégico de
neurocisticercosis (Grisolia, 1982; Shanley, 1980).

2.5.1 DIAGNOSTICO DE NCC POR IMAGENES

En la actualidad, el diagnéstico radiolégico de la NCC depende de la
tomografia axial computarizada (TAC) y de la resonancia magnética (RM) que
permiten visualizar la localizacidn, el nimero y el estadio evolutivo de los parasitos.
(Larralde, 2006). Esta herramienta ha permitido obtener informacién
epidemioldgica en condiciones de campo (Garcia, 1997; Garcia, 1999).

2.5.2 TOMOGRAFIA AXIAL COMPUTARIZADA (TAC)

La Tomografia Axial Computarizada (TAC) utiliza la emision dirigida de
rayos X sobre un cuerpo donde las diferencias de absorcion dadas por cada tejido
son interpretadas en una computadora y convertidas luego en imagen. La TAC

representa un procedimiento no invasivo y tiene una alta sensibilidad y capacidad
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para exponer los tejidos blandos intracraneales y el sistema ventricular (Baker et
al., 1974; Takayanagui, 1983). La TAC fue desarrollada por Hounsfield, y utilizada
desde 1972 en Inglaterra, mostrando claras ventajas sobre los métodos ya
existentes (Baker et al., 1974). El uso de la TAC, modificé sustancialmente el
panorama de la neuroradiologia, convirtiéndose rapidamente en la prueba de
eleccién para el diagnéstico, evolucion y prondstico de gran parte de la patologia
neuroldgica (Baker et al., 1974; Takayanagui, 1983). Su uso en NCC fue reportado
desde 1977 (Carbajal et al, 1977) y constituye probablemente junto con el
praziquantel como la primera quimioterapia especifica exitosa. En el diagnéstico de
NCC, se estima que la sensibilidad y especificidad de la TAC supera el 95%
(Carbajal et al., 1977; Nash, 1984). Para el diagnéstico de la neurocisticercosis la
TAC considera la clinica y la epidemiologia (Del Brutto et al, 1996; Escalante,
1996d).

15



SIN CONTRAS

Figura 4. Neurocisticercosis (con cisticercos calcificados). La Tomografia
Axial Computarizada (TAC), es un método no invasivo que permite obtener
imagenes de quistes calcificados (flecha).Cortesia del Dr. Héctor Hugo Garcia
(Laboratorio de Cisticercosis-INCN).

16



2.5.3 RESONANCIA MAGNETICA (RM)

La Resonancia Magnética (RM) ha sido usada desde inicios de los afos 80,
es el estudio mas sensible para el diagnéstico de las formas vesiculares vy
coloidales. Las principales ventajas de la RM sobre la TAC son: una mejor
definicién de la fosa posterior, de la base del craneo y de los ventriculos, asi como
una mayor capacidad para precisar la localizacion subaracnoidea o
parenquimatosa de los quistes localizados en la convexidad. Otra ventaja es que,
contrariamente a la TAC, mediante este procedimiento el paciente no recibird
radiaciones.

Su problema radica en el diagnéstico de la forma calcificada que es dificil de
discernir en este estudio a diferencia de lo que sucede en la tomografia (Do Amaral
et al., 2005; Larralde, 2006; Martinez et al., 1989). Las calcificaciones se aprecian
mejor en la TAC (Martinez et al., 1989).
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Figura 5. Neurocisticercosis (con cisticercos viables). La Resonancia
magnética (RM), contrariamente a la TAC, el paciente no recibira
radiaciones. Permite obtener imagenes de quistes viables (parasitos vivos),
(flecha). Cortesia del Dr. Héctor Hugo Garcia (Laboratorio de Cisticercosis-
INCN).
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2.4 TENIASIS Y NEUROCISTICERCOSIS (NCC)

Ser portador de una tenia aumenta la posibilidad de adquirir cisticercosis o
NCC. (Pawlowski, 2002), sugirié6 que entre el 5% al 40% de portadores de T.
solium desarrollaban cisticercosis. En diversos estudios, el examen de heces en la
busqueda de portadores de Taenia sp., reportaron porcentajes de 1% y 5% en
pacientes con NCC (Arseni, 1957; Dixon, 1944; Grisolia, 1982; Loo, 1982;
McCormick et al., 1982; Schenone et al., 1973; Shanley, 1980; Takayanagui,
1983).

Se encontr6 teniasis hasta en 16% de pacientes con NCC, incrementandose
en aquellos pacientes con gran cantidad de quistes en el cerebro (Gilman et al.,
2000).

2.5 EPIDEMIOLOGIA

La teniasis por T. solium es una zoonosis cuyas tasas de prevalencia varian
de 0.5% a 1.5% en funcién de diversos factores socio-econémicos y culturales
(Allan et al., 2003; Escalante et al., 2001; Garcia-Noval et al., 1996; Garcia, 1996;
Martinez-Maya et al., 2003; Rodriguez, 1996; Sarti, 1997; Schantz et al., 2000;
Schantz, 1989).

El comportamiento humano resulta fundamental para la persistencia de la
enfermedad, ya que la contaminacién con heces humanas de los terrenos posibilita
la infeccion de los animales, y el habito de ingerir carne cruda o poco cocinada con
la larva cierra el ciclo permitiendo la infeccion humana por tenias adultas. La
teniasis humana constituye un problema de salud publica que afecta a areas
endémicas (Flisser et al., 1997; Garcia, 1996; Nieves et al., 2005).

Un estudio epidemiolégico en Pert demostrd, usando técnicas estandares,
que no era posible probar la contaminacion del ambiente con huevos de T. solium
(Diaz et al., 1992). La distribucién geografica del complejo teniasis-cisticercosis es
amplia y abarca México, Guatemala, Honduras, Colombia, Ecuador, Peru, Bolivia,
Brasil, Peninsula Ibérica, Paises Eslavos, Africa meridional, Sudeste Asiatico, India
y China. Presente, pero con transmision esporadica, en Argentina, Chile, Costa
Rica, Haiti, Panama, Republica Dominicana y Venezuela; la infeccion se ha
incrementado en paises industrializados, como en los Estados Unidos, debido a la
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migracién de portadores de T. solium desde zonas endémicas (Flisser et al., 1997;
Garcia et al., 2003; Nieves et al., 2005).

2.6 PREVALENCIA DE TENIASIS

La prevalencia de teniasis en zonas endémicas es considerada baja, y en
lugares con prevalencias mayores al 1 % son consideradas hiperendémicas a esta
enfermedad (Naquira C., 1999b).

En un estudio realizado en trabajadoras del hogar en zonas residenciales de
Lima, se reporté una prevalencia de teniasis para T. solium del 1,2%
diagnosticadas por microscopia y coproantigeno (Huisa et al., 2005). En otros
reportes realizados en nueve poblaciones de distintas localidades en Peru durante
los afios 2000 al 2002, se encontré una prevalencia, del 0,39% de Taenia sp.,
evaluado solamente por microscopia (Marcos et al., 2003).

En Latinoamérica, son muchos los lugares donde la infeccion por T. solium
es endémica. Garcia-Noval et al., 1996, realizaron un estudio en El Jocote y
Quesada, dos localidades en Guatemala, donde se recolectaron y analizaron
también muestras de heces mediante microscopia y coproantigeno. Se obtuvieron
prevalencias del 2,8% y del 1,0% en El Jocote y Quesada respectivamente. Esas
cifras estan dentro del intervalo usualmente informado en otros estudios
latinoamericanos. En otro estudio realizado en Guatemala, se encontrd6 una
prevalencia de 2,7% en cuatro comunidades, donde 98% de las tenias
correspondieron a T. solium (Allan et al., 1996a).

Los estudios de teniasis realizados en México, provienen de publicaciones
cientificas y de estadisticas oficiales, donde la prevalencia de T. solium varian
entre 0,2 a 3,4% (Sarti, 1997). En comunidades mexicanas se reportaron
prevalencias de 1,2%, coincidiendo con variaciones entre 0,5% a 1%, determinado
por microscopia y coproantigeno (Allan et al., 1996a; Martinez-Maya et al., 2003;
Sarti et al., 1992). Se mencionan reportes de prevalencia entre 0,5% y 6%, en
donde no diferenciaron la especie (Martinez-Maya et al., 2003; Sarti, 1989). En el
mismo pais, también se encontré que la prevalencia de teniasis disminuyé de 0,8%
a 0.5% después de aplicar un programa de salud educacional de re-tratamiento
(Martinez-Maya et al., 2003; Sarti, 1997).

En México durante los afios 1986 a 1990 se han notificado alrededor de
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13,000 casos anuales de teniasis (Sarti, 1997). En nuestro estudio se han
reportado 324 casos de teniasis durante los anos 1997 al 2009, numero bastante
inferior a lo reportado en México.

En Ecuador los reportes de prevalencia de teniasis datan desde 1984 (Cruz
et al., 1990) encontrandose que ésta fluctia entre 0,03 y 3,23%, y en 1990,
estudios realizados en las provincias de Loja y El Oro, al sur de Ecuador, han
reportado prevalencias de 1,6%, mencionandose también que a mayor edad,
mayor es la probabilidad de ser un portador, siendo el sexo femenino (1,9%) el
mas predispuesto que el masculino (1,2%).

Si bien T. solium esta ampliamente distribuida en los paises de América
Latina, el ciclo epidemioldgico se presenta con mas frecuencia en medios de bajo
nivel socioecondémico, higiene inadecuada y condiciones sanitarias deficientes, o
donde se emplean métodos primitivos de crianza de cerdo que permiten a los
animales tener contacto con heces humanas (Pawlowski, 2006; Pawlowski et al.,
2005).

En la prevalencia de la teniasis el factor sociocultural juega un papel
importante. En un estudio realizado en la India en comunidades agricolas la
prevalencia de teniasis por T. solium fue de 18,6% (172/924) donde los factores
asociados a la teniasis en el analisis multivariado fueron: edad mayor de 15 anos,
expulsion en las heces de segmentos de Taenia, el consumo de cerdo y la
deficiente higiene de manos (lavarse las manos con barro y agua después de
defecar) (Prasad et al., 2007).

La idea de que la prevalencia de teniasis intestinal es baja en la mayoria de
paises endémicos, en comparacion a la prevalencia de cisticercosis, es debido a la
manera de adquirir estas infecciones (De Kaminsky, 1991b; Garcia-Noval et al.,
1996; Sarti et al., 1992; Sarti et al., 1994).

2.7 SINTOMAS

Los sintomas de teniasis son en general trastornos intestinales
asintomaticos, aunque puede aparecer malestar abdominal (meteorismo y plenitud
intestinal), sensacién de hambre, nauseas y diarrea. Es bastante frecuente detectar
una eosinofilia moderada en sangre periférica, mayor al 13% (Bolivar Jiménez,
1976; Garcia, 1996).
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2.8 TRATAMIENTO

El tratamiento se realiza con niclosamida, polvo amarillento, no soluble en
agua. Después de la ingestién de la droga, la molécula es pobremente absorbida por
el organismo (Pawlowski, 1972). La Niclosamida (N-[2'—chloro-4’-nitrophenyl]-5-
chlorosalicylamide) es un salicilanide halogenado, que fue patentado por Bayer AG
en 1959 (Hecht, 1960). La accion antihelmintica de la niclosamida no ha sido
completamente definida, pero se cree que actua a través de la inhibicion de la
fosforilacién oxidativa o mediante la estimulacién de la ATPasa, desprendiendo y
eliminando al gusano de la pared intestinal, a veces fragmentado por la accion
enzimatica intestinal. Esta droga es activa frente a una gran variedad de cestodos
intestinales del hombre considerando a 7. solium, T. saginata, Hymenolepis nana,
Diphyllobothrium pacificum (Baker et al., 1974; Pearson, 1985).

Generalmente se ha considerado la eliminacion del escélex después del
tratamiento como un indicador muy especifico del éxito del tratamiento (Gilman et al.,
2000). La evaluacién de la eficacia del tratamiento por este antihelmintico tiene
algunos inconvenientes ya que supone la experiencia y disponibilidad de personal
altamente entrenado en la busqueda del escdlex, lo cual no es siempre factible, asi
como de métodos diagndsticos que nos permitan confirmar mediante el seguimiento
coprolégico el éxito del tratamiento. Un estudio reciente en una serie de 68 pacientes
teniasicos, muestra que la visualizacion del escélex pos-tratamiento en condiciones
ideales se da en menos del 40%, y el 20% de estos pacientes eliminaron dos 0 mas
escélex (Jeri et al., 2004). Asi, la posibilidad de la existencia de mas de una tenia
implica que el hallazgo del escélex pos-tratamiento no siempre garantiza la eficacia
del tratamiento.

Hay pacientes teniasicos que clinicamente presentan neurocisticercosis
(NCC) y por su enfermedad necesitan ser tratados con albendazol. Este
antihelmintico a diferencia de la niclosamida no es muy eficaz en el tratamiento de
la teniasis. El albendazol resulta mas eficaz para los tratamientos de la NCC,
causada por la infeccion de T. solium (Garcia et al., 2000). En un estudio realizado
en China a portadores de Taenia, se les administro diferentes dosis de albendazol
y lo que se observé fue que después de un seguimiento de 7 a 15 dias los
pacientes seguian expulsando proglétidos, y en donde el 79% de pacientes no se
curd (Chung et al., 1991).
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El efecto antihelmintico del albendazol se debe a la inhibicion de la
polimerizacién de la tubulina, lo que causa la disrupcion del metabolismo en el
helminto, disminucién de energia, que inmoviliza y mata al gusano sensible,
adicionalmente la accién de los jugos intestinales ayuda a la desintegracién del
gusano, siendo dificil encontrarlo en el tamizaje de las heces. En los casos donde
se administre albendazol al paciente se recomienda que éste permanezca
hospitalizado, bajo supervision médica debido al riesgo de diseminar los huevos al
entorno familiar y al medio ambiente. La costumbre de tomar hierbas
antiparasitarias (paico, yerba buena, etc.) como parte de la dieta diaria, puede
ocasionar la desparasitacion antes de una intervencién antihelmintica. Inclusive se
tuvo la hipétesis que después de ingerir licor durante las fiestas costumbristas
haria que muchos gusanos sean eliminados. En un estudio realizado en
Colombia, muestra que el uso de antiparasitarios comerciales o infusiones de
plantas como: semilla de papaya (Carica papaya), liméon (Citrus limetta), verbena
(Verbena officinalis), paico (Chenopodium anthelminthium), hierbabuena (Mentha
sativa), verdologa (Portulaca oleracea L.) y “botalombriz” (no identificada con
nombre cientifico) son utilizados como antihelminticos naturales. Otros utilizan una
mezcla de ajo (Allium sativum), jugo de limén (Citrus limon), paico (Chenopodium
ambrosioides) y bebida alcohdlica llamada “viche” (fermentado de cafna de azlcar).
Otros relataron que no era necesario ningun antiparasitario pues “estos salen
solos” (Agudelo-Florez et al., 2009).

Brevemente, el tratamiento de los pacientes con diagnéstico
coproparasitolégico positivo a huevos de Taenia sp., coproantigeno positivo
(PP>40) y pacientes que eliminaron proglétidos de Taenia sp. se realiza de la
siguiente manera: El paciente tendra de 1 a 3 dias de dieta blanda y liquida. El dia
del tratamiento y antes de administrar el antihelmintico el paciente tomara purgante
(polietilenglicol, Nulitely®), preparado segun las indicaciones del producto, para
eliminar restos de contenido intestinal. El paciente tomara 2 g. de niclosamida,
previamente ésta ser4d muy bien triturada utilizando un mortero para su mejor
actividad. Se esperara 2 horas para que el paciente tome nuevamente el purgante
(polietilenglicol, Nulitely®), preparado segun las indicaciones del producto, lo que
provocara al paciente diarrea con deposiciones liquidas que seran colectadas en

envases de 1 litro. Se procedera a buscar en las muestras de heces la Taenia,
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tanto los proglétidos inmaduros, maduros y gravidos, asi como la presencia de
escélex. La busqueda del escélex es un proceso que requiere mucho esmero y
cuidado, el escélex tiene un tamano aproximado de 1x2 mm, generalmente sale
unido a un segmento de gusano de 2 6 3 cm. de largo, muy pocas veces sale unido
a todo el gusano. La muestra de heces debe ser diluida en su envase original con
la mayor cantidad de agua, luego debe ser colada en pequenas porciones, cada
porcidbn colada debe ser revisada minuciosamente y lavada con agua hasta
diferenciar lo que hay en el colador, se puede ayudar al colado usando una
bagueta pero suavemente para no romper el escélex o proglétidos existentes, y asi
sucesivamente con toda la muestra hasta encontrar en lo posible el escélex (el
colador debe ser de color fuerte y de poro no muy grande para observar mejor el
gusano). Se colectaran muestras de heces postratamiento, colectadas a partir del
tercer dia, y analizadas mediante los métodos mencionados y confirmar la cura del
paciente (Jeri et al., 2004).
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3. HIPOTESIS

El coproantigeno y el antigeno recombinante rES33 ayudan a diferenciar
portadores de T. soliumy T. saginata.

4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Evaluar los métodos existentes de diagnéstico para diferenciar portadores de

T. soliumy T. saginata.

4.2 Objetivos especificos

e Combinar los métodos para un mejor diagnéstico de teniasis.

e Determinar la distribucién de la teniasis por edad y sexo.

e Evaluar la teniasis por T. solium en pacientes con neurocisticercosis
(NCC).
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5. MATERIAL Y METODOS

5.1 DISENO DEL ESTUDIO

5.1.1 TIPO DE ESTUDIO
Descriptivo, analitico, longitudinal.
5.1.2 UNIVERSO

e Pacientes que eliminaron Taenia sp. postratamiento, y que tengan por lo
menos una muestra de heces y suero.

e Pacientes portadores de T. solium con imagen a TAC/RM, que presenten
diagnostico de neurocisticercosis (NCC) procedentes de estudios clinicos de
campo y que acuden al Instituto Nacional de Ciencias Neurolégicas.

5.1.3 SELECCION DE LA MUESTRA

e Primera muestra de heces pretratamiento y suero a los 30 dias,
postratamiento.

5.1.4 TAMANO DE LA MUESTRA

e Pacientes que eliminaron Taenia sp. postratamiento, durante los afos 1997
al 2009.

5.1.5 DESCRIPCION DE LA MUESTRA

e Se colecté la informacion de resultados pretratamiento por lectura
microscépica a huevo de Taenia sp., asi como los resultados de
coproantigeno para T. solium y T. saginata. También se colecté la
informacién del procesamiento de western blot para el antigeno recombinate
rES33, tanto para T. soliumy T. saginata.

e Se colecté la informacion de TAC/RM de los pacientes positivos a T. solium,
con presencia de lesiones en el cerebro. La clasificacion mas usual de la
NCC se basa en la viabilidad de los cisticercos y comprende a las formas
inactivas, que son los parasitos muertos que se observan en forma de
calcificaciones, formas transicionales o granulomatosas que son parasitos
en proceso de degeneracion y las formas activas que son los parasitos vivos
o también denominados viables.

5.1.6 UNIDAD DE ANALISIS

e Paciente que eliminé Taenia sp., postratamiento, y que tenga resultados de
microscopia a huevos de Taenia sp., coproantigeno y western blot en suero
para el antigeno recombinate rES33.
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5.1.7 CRITERIOS DE INCLUSION
e Pacientes que hayan recibido tratamiento antiparasitario y hayan eliminado
gusano.
e Pacientes que hayan eliminado gusano y tengan por lo menos una muestra
de heces y suero en el Laboratorio de Cisticercosis.
e Pacientes portador de T. solium con imagen, por TAC y/o RM.

5.1.8 CRITERIOS DE EXCLUSION
e Pacientes que hayan recibido tratamiento antiparasitario y no hayan
eliminado gusano.

5.2 POBLACION DE ESTUDIO

a) Recoleccion de Pacientes

El estudio se realiz6 con la base de datos de pacientes sospechosos de ser
tenidsicos de la Unidad de Cisticercosis del Instituto Nacional de Ciencias
Neuroldgicas (INCN). Desde 1997-2009, la recoleccién de datos fue realizada por
el Grupo de Trabajo en Cisticercosis en Pera (CGWP) quienes ofrecieron
tratamiento antihelmintico, bajo supervision médica, a todos los sospechosos de
ser portador de Taenia sp. en los estudio realizados en zonas endémicas (Tumbes,
Piura, Cajamarca, Ancash, Ayacucho), asi como también datos provenientes de
pacientes con sintomatologia clinica a neurocisticercosis del INCN.

El mencionado estudio tuvo un consentimiento informado para padres,
pacientes mayores de 12 anos y pacientes de 5 a 12 afnos (texto a ser leido a los
pacientes) que fue aprobado por el Comité Institucional de ética de la Universidad
Peruana Cayetano Heredia. (Anexo 1).

Estos tratamientos nos permitieron la toma y procesamiento de muestras de
heces y sangre del paciente, con las técnicas diagnésticas disponibles en ese
momento, de todos aquellos pacientes que eliminaron espécimen y tuvieron
diagnéstico de especie. El diagnoéstico de especie fue realizado por coloracion de
proglétidos gravidos y /o escolex (Anexo 2) y/o pruebas moleculares como el PCR
(Anexo 3).

Para el estudio se incluyd solamente la primera muestra de heces pre
tratamiento de un total de tres muestras proporcionadas por el paciente en forma

voluntaria, con un resultado por microscopia, coproantigeno o un resultado por
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serologia al antigeno recombinante rES33. Las muestras de heces se colocaron en
PBS-formolado al 5% a una dilucién final 1:5 a temperatura ambiente, las que
fueron guardadas hasta su procesamiento por microscopia y/o coproantigeno.

b) Recoleccion de muestras de suero.

Se colectaron 176 muestras de suero de pacientes teniasicos, y evaluados
por el método de Western Blot con el antigeno recombinate rES33.
A los pacientes se les solicitd una muestra de sangre, la cual se obtuvo via puncién
venosa, previa aceptaciéon del paciente. De las muestras tomadas en los tubos se
procedié a separar el suero y se guardé a —20 °C en tubos plasticos de 1.5 ml
hasta su procesamiento.

c) Recoleccion de datos de teniasicos con TAC/RM

Fueron incluidos 120 pacientes portadores de T. solium distribuidos en
pacientes neurolégicamente asintomaticos provenientes de zonas endémicas del
Perl, asi como pacientes con sintomatologia clinica neurolégica provenientes del
INCN, y que tuvieron una imagen cerebral por Tomografia Axial Computarizada
(TAC) o Resonancia magnética (RM).

5.3. ANALISIS MICROSCOPICO DE LAS MUESTRAS DE HECES POR LA
TECNICA DE SEDIMENTACION ESPONTANEA EN TUBO (TSET).

Las muestras de heces fueron procesadas por el método de sedimentacion
espontdnea en tubo y examinadas por microscopia de luz en la basqueda de
huevos de Taenia sp. Se tomé 10 ml de muestra de heces colectadas en PBS-
formolado al 5%. Se verti6 la mezcla en un tubo cénico de centrifuga de 50 ml de
capacidad, filtrandola a través de gasa. Se completd el volumen del tubo con agua
destilada y se tapé herméticamente. Se agité y dejoé reposar por 20 minutos como
minimo. Se repitié por dos veces mas. Se tom6 una alicuota del sedimento del
fondo del tubo con ayuda de una pipeta. Se colocé en un portaobjetos una alicuota
del sedimento y se le agreg6 1 gota de lugol, luego se cubrié con una laminilla. Se

observé a través del microscopio a 100X y 400X de aumentos (Tello, 2000).
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5.4 ANALISIS DE COPROANTIGENO EN HECES

Las muestras de heces fueron procesadas para la determinacion de
coproantigenos en heces de individuos portadores de Taenia sp. mediante un
ELISA de captura segun Allan y et al, 2003, y adaptada por el Laboratorio de
Cisticercosis-INCN. (Figura 2). Las muestras de heces colectadas en PBS
formolado al 5%, fueron centrifugadas a 3200 rpm por 10 minutos para obtener el
sobrenadante. Se preparé una dilucion 1:6000 del anticuerpo primario (RbATSIgG-
8) en 10 ml de buffer de sensibilizacién (pH 8,0). Se dispens6 100 ul de esta mezcla
en cada pozo de la placa (Inmulon 4®). Se colocé en las placas en agitacién por 2
horas y luego se guardaron a 4°C por toda la noche, selladas o tapadas. El dia de
procesamiento del coproantigeno, se lavé la placa con PBS-Tween 0,1% por 5
veces, y se secd sobre papel toalla. Se agregd 100 yl de PBS- Tween 0,1% a cada
pozo y se dejé agitando por 30 min. a temperatura ambiente. Se lavé la placa con
PBS-Tween 0,1%. Se agregd Suero Fetal Bovino Inactivado (SFBI) al
sobrenadante de la muestra en proporcién 1:1 (50 yl SFBI / 50 pl sobrenadante),
cada muestra se procesé por duplicado. Se dej6 agitando por 1 hora a temperatura
ambiente. Se lavé la placa con PBS-Tween 0,1%. Se prepar6 una dilucion 1:4000
del anticuerpo secundario (GATSAWIgG-POD-400), en una soluciéon de SFBI vy
PBS-Tween 0,3%, dilucion 1:10 (9 ml PBS-Tween 0,3%, 1 ml SFBl y 2,5 ul
anticuerpo secundario). Se agregdé 100 ul a los pocillos y se dejé incubando por
una hora a temperatura ambiente en agitacién. Se lavé la placa con PBS-Tween
0,1%. Se dejo6 la placa 5 minutos en exposicién a temperatura ambiente, luego se
agregd el substrato TMB Sure Blue (KPL) ®, (100 pl por pozo), se colocé la placa
en oscuridad por 30 minutos. La lectura de las placas se realizé a una longitud de
onda de 650 nm. Cada placa tuvo un control positivo fuerte, de muestras de
pacientes teniasicos, un control positivo intermedio, 6 controles negativos
distribuidos en la placa segun la plantilla de incubacion.

Los resultados se evaluaron usando el criterio PP (Porcentaje de
Positividad), de cada muestra (promedio del valor de OD de cada muestra entre el
valor del control positivo fuerte), para esta evaluacién se uso un cut off obtenido
por curva ROC (>40). Por lo tanto un resultado es positivo si es mayor que el cut
off (>40), de lo contrario es negativo (<40).
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5.5 ANALISIS DEL WESTERN BLOT

Las muestras de suero de individuos portadores de T. soliumy T. saginata
fueron procesadas para el andlisis mediante Western Blot con el antigeno
recombinante rES33, en la Unidad de Cisticercosis-INCN (Jiménez et al., 2004;
Levine et al., 2007; Tsang et al., 1989).

5.5.1 ELECTROFORESIS: El antigeno recombinante rES33 fue procesado en
geles SDS-PAGE en gradiente 5-22,5%. Previamente el antigeno recombinante
rES33 fue tratado con SDS 1%, azul de bromofenol 0,1%, Tris HCI 0,01 M, pH 8, y
calentado a 65 °C por 15 minutos. La concentracion de antigeno fue de 0,1 ug de
proteina/mm de gel. En el pocillo del extremo de la camara se colocaron 3 pl del
marcador de peso molecular o estandar. El amperaje utilizado fue de 20 a 25 mA
por gel para la resolucién de las proteinas en 50 minutos (Tsang et al., 1989).

5.5.2 TRANSFERENCIA: Consisti6 en transferir el antigeno del gel SDS-PAGE
hacia la membrana de nitrocelulosa, por medio de la corriente eléctrica. El voltaje
maximo fue de 200 V y 2A. Todo este sistema de transferencia se llevé a cabo por
dos horas a temperatura controlada menor a 35°C mediante el paso constante de
agua fria. Las membranas de nitrocelulosa se cortaron en tiras de 3 mm y se
congelaron en bolsas a -20°C hasta el momento de ser utilizadas (Tsang et al.,
1989).

5.5.3 BLOT: Las membranas de nitrocelulosa con el antigeno para teniasis, fueron
enfrentadas con sueros individuales de pacientes portadores, a la dilucién 1:50.
Las placas se incubaron por toda la noche a 4°C. Después de transcurrida la
incubacion se procedio6 a lavar las tiras con PBS-Tween 20 al 0,3% caliente a 40°C
tres veces, por 3 minutos cada uno. Luego se agreg6 500 pl del conjugado anti Ig
G humano marcado con peroxidasa, a la dilucion 1:12000, diluido en PBS-Tween
20 al 0,3% y se incubd a temperatura ambiente por dos horas. Se lavé con PBS-
Tween 20 al 0,3% frio por 3 veces y luego PBS a temperatura ambiente por 2
veces. Se agregd 500 pl de cromégeno 3,3 -diaminobencidina, mas peroxido de
hidrégeno a cada canaleta por 10 minutos. Una vez que se observa la banda

diagnéstica se procede a la lectura respectiva (Tsang et al., 1989).
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5.6 ANALISIS ESTADISTICO

Para la microscopia, coproantigeno, Western blot, la informacion de la
TAC/RM, edad y sexo, los datos se ingresaron a una planilla electrénica Excel XP©
comercial (Microsoft Corp). Seguidamente, la informacion codificada se tradujo al
formato empleado por el programa SPSS versién 16.
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6. RESULTADOS

6.1 EVALUACION DE TRES METODOS DIAGNOSTICOS EN LA DETECCION
DE PORTADORES DE Taenia sp.

Fueron 324 pacientes con tratamiento inicial que eliminaron Taenia sp.
donde 299 pacientes eliminaron T. soliumy 25 pacientes eliminaron T. saginata.

Para 299 muestras de heces la microscopia fue positiva en 86% de los
casos (259/299). Para 151 muestras de heces el coproantigeno fue positivo en el
95% (144/151) de los casos. Para 160 muestras de suero el antigeno
recombinante fue positivo en el 99% (158/160) de los casos (Tabla N° 1).

Para los portadores de T. saginata el analisis fue también con las tres
pruebas mencionadas. Para 25 muestras de heces la microscopia fue positiva en
el 100% de los casos. Tanto el coproantigeno y el recombinante no fueron
positivos para la especie.

A diferencia de los portadores de T. solium, la eliminacién espontanea de

proglétidos fue observada mayormente en pacientes con T. saginata.
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Tabla N° 1. Evaluacién de la microscopia, coproantigeno y rES33 en

pacientes que eliminaron 7. solium y T. saginata. Para los portadores de

T. solium,

el

coproantigeno

y antigeno

recombinate

rES33,

presentaron mayor precision en el diagnostico de especie a diferencia

de los casos de T. saginata

Portadores de T. solium: 299

MICROSCOPIA| COPRO Ag rES 33
POSITIVO | 259 (86%) 144 (95%) 158(99%)
NEGATIVO | 40 (14%) 7 (5%) 2 (1%)
TOTAL 299 (100%) | 151 (100%) | 160 (100%)

Portadores de T. saginata: 25

MICROSCOPIA| COPRO Ag rES 33
POSITIVO | 25 (100%) 0 (0%) 0(0%)
NEGATIVO 0 (0%) 12 (100%) 16 (100%)
TOTAL 25 (100%) 12 (100%) 16 (100%)

33



6.2 COMBINACION DE LOS TRES METODOS DIAGNOSTICOS EN LA
DETECCION DE PORTADORES DE 7. solium.

Nos atrevimos a buscar la capacidad de deteccion de la combinacién de
estas pruebas. La microscopia y coproantigeno dan un diagnostico de 70.8%;
microscopia y recombinante 86.9%, mientras que el coproantigeno y recombinante
95.8% (Tabla N° 2).

Tabla N° 2. Combinacion de la microscopia, coproantigeno y rES33 en
pacientes que eliminaron T. solium. La combinacion de antigeno
recombinante rES33 y coproantigeno tienen la mejor tasa de deteccion de
pacientes con Taenia (95.8%), y la mejor especificidad en la determinacién
de especie (T. solium).

COMBINACION DE DIAGNOSTICO DE T. solium
PRUEBAS DIAGNOSTICAS

*MICROSCOPIA + COPRO Ag 107/151 (70.8%)
*MICROSCOPIA + rES33 139/160 (86.9%)
**COPRO Ag + rES33 91/95 (95.8%)
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6.3 EVALUACION DE TRES MUESTRAS CON LOS METODOS DIAGNOSTICOS
EN LA DETECCION DE PORTADORES DE T. solium y T. saginata.

En el seguimiento coproparasitoldégico, el coproantigeno puede detectar
portadores de T. solium con una primera muestra positiva (PP > a 40). En el caso
de tener una primera muestra de heces negativa, (PP < a 40) y la segunda y
tercera muestras positivas, cuyos valores de coproantigeno aumenten (PP > a 40),
también podriamos afirmar que estamos con un paciente portador a T. solium
(Tabla No 3).

Hay que tener presente que los niveles de coproantigeno pueden aumentar
si persiste el gusano en el intestino, ademas podemos afirmar que los niveles de
coproantigeno son independientes de la produccion de huevos como observamos
en la Tabla No 3.

De acuerdo al analisis combinado de los resultados de microscopia y/o
coproantigeno, tenemos que un resultado de microscopia de huevo positivo y
coproantigeno positivo con PP > a 40, confirmaria un portador de T. solium; y una
microscopia negativa a huevo y coproantigeno positivo en cuyo seguimiento los
valores de PP siguieron aumentando, también seria portador de T. solium.

En nuestra experiencia existen algunos coproantigeno positivos cercanos al
borde line para T. saginata, que en el seguimiento se convierten en negativos
(Tabla N° 4). Con un coproantigeno negativo y microscopia positivo a huevo de
Taenia sp., estariamos con un paciente portador de T. saginata, siempre que el
coproantigeno se mantenga en sus niveles bajos en los valores de PP (Tabla N°
4).
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Tabla N° 3: Evaluacion de tres muestras de heces por microscopia y/o coproantigeno y

rES33 en pacientes potadores de 7. solium. El seguimiento de portadores teniasicos

mediante el andlisis de tres muestras seriadas mejora aun mas la deteccion de

portadores de T. solium, superando a la microscopia de huevos de Taenia sp. El

antigeno recombinante confirma al portador de T. solium, en el momento de muestreo.
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Codigo_paciente [N °muestra_heces|Huevo Taenia sp.| CoAg(PP)| CoAg rES33 | Diagnéstico_final

1 + 11,445 -

408 2 + 24,589 - + T. solium
3 + 84,193 +
1 + 31,887 -

600 2 - 59,971 + + T. solium
3 - 78,589 +
1 + 25,906 -

703 2 + 41,397 + + T. solium
3 + 77,5 +
1 + 3,806 -

665 2 + 54,865 + + T. solium
3 + 49,518 +
1 + 91,982 +

428 2 + 111,438 + + T. solium
3 + 68,542 +
1 + 11,499 -

427 2 + 105,676 + + T. solium
3 + 77,361 +
1 + 16,432 -

758 2 + 16,432 - + T. solium
3 + 81,836 +
1 - 24,662 -

335 2 + 30,636 - + T. solium
3 + 45,414 +
1 + 38,543 -

309 2 + 66,199 + + T. solium
3 + 67,937 +

Contin...




Contin...

Codigo_paciente |N °muestra_heces|Huevo Taenia sp.| CoAg(PP) CoAg rES33 | Diagnéstico_final

1 + 24,256 -

310 2 + 98,112 + + T. solium
3 + 102,757 +
1 + 26,432 -

451 2 - 3,799 - + T. solium
3 + 65,817 +
1 + 27,046 -

821 2 + 22,938 - + T. solium
3 + 46,835 +
1 + 27,715 -

816 2 + 11,684 - + T. solium
3 + 51,262 +
1 + 34,254 -

341 2 + 55,345 + + T. solium
3 + 63,823 +
1 - 24 -

425 2 - 50,838 + + T. solium
3 + 47,654 +
1 + 25,688 -

429 2 + 124,389 + + T. solium
3 + 137,712 +
1 - 23 -

431 2 - 66,654 + + T. solium
3 + 67,297 +
1 + 22,191 -

498 2 + 123,21 + + T. solium
3 + 76,223 +
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Tabla N° 4: Evaluacion de tres muestras de heces por microscopia y/o

coproantigeno y rES33 en pacientes potadores de T. saginata. El seguimiento de

portadores teniasicos mediante el analisis de tres muestras seriadas, para portadores

de T. saginata, sélo podria darse por microscopia de huevos de Taenia sp., teniendo

en cuenta la gran cantidad de huevos que elimina la T. saginata o en los casos de

eliminacién espontanea del gusano.
recombinante no detectan al portador de T. saginata.

El coproantigeno asi como el antigeno

Codigo_paciente |N °muestra_heces|Huevo Taenia sp.| CoAg(PP)| CoAg rES33 | Diagnéstico_final

1 + 3,132 -

827 2 - 7,302 - - T. saginata
3 - 4,869 -
1 + 2,934 -

325 2 + 4,09 - - T. saginata
3 - 12,596 -
1 + 8,392 -

567 2 + 5,019 - - T. saginata
3 + 4,188 -
1 + 2,015 -

571 2 - 1,363 - - T. saginata
3 + 1,628 -
1 + 15,342 -

497 2 - 8,846 - - T. saginata
3 - 5,592 -
1 + 9,992 -

360 2 - 3,331 - - T. saginata
3 - 2,178 -
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6.4 DISTRIBUCION DE LA TENIASIS POR EDAD Y SEXO

Tanto los pacientes de estudios de campo como los pacientes clinicos
fueron captados sin tener en cuenta el sexo de las personas por lo que asumimos
que los datos aqui presentados son representativos.

Los portadores de Taenia fueron separados por sexo, los casos de teniasis
por T. solium en mujeres fue de 60% (178/299) y 40% (121/299) para los hombres.
De los pacientes que eliminaron T. saginata, 64% (16/25) fueron sexo femenino y
36% (9/25) fueron sexo masculino (Tabla N°5).

Tabla N° 5: Distribucion de los casos de Teniasis por sexo Las mujeres
constituyen el grupo con mayor riesgo de adquirir teniasis (Tabla 5). Una posibilidad
podria ser a que estdn mas expuestas al parasito por las practicas sociales que

realizan, como la manipulacién de alimentos, e inclusive a factores inmunolégicos.

SEXO T. solium* T. saginata® TOTAL
MUJERES 178(60%) 16(64%) 194
HOMBRES 121(40%) 9(36%) 130
TOTAL 299(100%) 25 (100%) 324
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El grupo etareo mas afectado estuvo constituido por pacientes entre 11-20

anos, seguido de 21-30 afos y 31-40 anos. Hubo 32 pacientes (14 hombres y 18

mujeres) que no tuvieron datos de edad (Tabla N°6).

Tabla N° 6: Distribucion de los casos de Teniasis por grupo etareo. El grupo etareo

mas afectado con teniasis lo constituye la poblacion mas joven (11-20 afos),

decayendo a mayor edad

Portadores de Taenia sp. por grupo etareo

350
300 L
250 L
v
= 200 =
=
&
-4 150 =
(=
100
10 | 11--20 | 21--30 | 31--40 | 41-50 | 51-60 | 60 | " | Total
datos
M Sexo Hombres 14 37 25 16 9 6 14 130
B Sexo Mujeres | 15 43 30 36 24 20 18 194
@ Sexo Total 29 80 55 52 33 26 17 32 | 324
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6.6 TENIASIS Y NEUROCISTICERCOSIS (NCC)

La evaluacion del riesgo de adquirir neurocisticercosis en portadores de T.
solium se realiz6 en una poblacion de 120 personas, todos estos pacientes
tuvieron diagnéstico de imagen por TAC o RM. El rango de edad de los pacientes
estuvo entre 9 a 66 anos.

La poblacién teniasica asintomatica fue procedente de estudios de campo y
estuvo constituida por 68.3% (82/120) de la poblacién, donde el 10,8% (13/120) fue
de Lima, el 40% (48/120) de Tumbes, y el 17,5% (21/120) fueron familiares de
pacientes con NCC.

La poblacién teniasica sintomatica 6 clinica estuvo constituida por el 31,7%
(38/120) de pacientes.

De un total de 120 pacientes portadores de T. solium confirmada el 48%
(57/120) pacientes no presentaron lesiones a NCC; mientras que el 52% (63/120)
muestran mayor riesgo de adquirir NCC. El 87% (33/38) de pacientes presento
NCC sintomatica (Tabla N° 7).

El 33.3% (21/63) fueron de sexo masculino (edad promedio de 32 afnos) y
66.7% (42/63) de sexo femenino (edad promedio de 38 afos).
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Tabla N° 7: Neurocisticercosis en portadores de T. solium por lugar de
procedencia. De los 120 pacientes portadores de T. solium el 52% (63/120) present6
NCC, mientras que el 48% (57/120) no presentd NCC. De los pacientes que presentaron
NCC, la sintomatologia se presentd en el 87% (33/38) de los casos

NEUROCISTICERCOSIS EN POBLACION
ASINTOMATICAY SINTOMATICA PORTADORA
DE T. solium

140
W 120
E 100 L
=2 w© B
E 60 —
‘&) 40 ] -
= s L .
_m ——
0 FAMILIARES DE PACIENTES
LIMA TUMBES PACIENTES CON NCC TOTAL
CONNCC
ASINTOMATICOS SINTOMATICOS TOTAL
WmNCC 2 19 9 33 63
mS/NCC 11 29 12 5 57
@ TOTAL 13 48 21 38 120
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6.7 NEUROCISTICERCOSIS (NCC) EN POBLACION SEGUN PROCEDENCIA

Tenemos que el 52% (63/120) pacientes se observé lesiones compatibles a
NCC con quistes viables (parasitos vivos) y calcificaciones (parasitos muertos).

En la poblacion de Lima, solamente 2 pacientes tuvieron NCC calcificada.
Esta poblacién correspondié a un muestreo en empleadas domésticas de zonas
residenciales de Lima.

En el caso de pacientes de Tumbes, encontramos que 19 pacientes
presentaban NCC, de los cuales 95% (18/19) correspondieron a NCC calcificada y
5% (1/19) con NCC viable.

El grupo de familiares de pacientes asintomaticos, encontramos 9 pacientes
con NCC, de los cuales 44%(4/9) pacientes presentaban NCC calcificada, 56%
(5/9) NCC con quistes viables.

Con respecto al grupo de pacientes clinicos o sintomaticos, 33 pacientes
presentaron NCC, donde el 85% (28/33) de ellos presenté NCC viable y el 15%
(5/33) pacientes NCC calcificada. (Tabla N° 8).
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Tabla N° 8: Neurocisticercosis (cisticercos viables) vs. Neurocisticercosis (cisticercos
calcificados) en portadores de T. solium. La NCC con formas viables o parasitos vivos, fue
encontrada solamente en pacientes sintomaticos en un 85% (28/33) y un 56% (5/9) en
familiares de pacientes con NCC. El riesgo de NCC en portadores de T. solium es bajo en
areas no endémicas (Lima). La NCC viable fue encontrada en pacientes sintomaticos y

familiares, asi como un paciente asintomatico

NEUROCISTICERCOSISVIABLE Y
CALCIFICADA EN PORTADORES DE T.
solium
. 70
L 60 1
- 50 -
P 40 |
5 30 —
20 .

E 1‘2 ‘_:.‘;.:‘jj‘ B

' | FAMILIARES |

LIMA TUMBES - CEENTES P? g ;'f EEECS TOTAL
CON NCC

ASINTOMATICOS SINTOMATICOS
W VIABLE 0 : 1 : 5 “‘ 28 34
m CALCIFICADA 2 18 4 5 29
TDTOTAL 2 19 9 33 63
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7. DISCUSION

7.1 DIAGNOSTICO DE TENIASIS POR MICROSCOPIA

El examen microscépico directo es el método que se utiliza cominmente en
los laboratorios para el diagnostico de teniasis. Con la técnica de sedimentacién
espontanea en tubo el diagnostico directo, tanto de protozoos como de huevos de
helmintos, convierte a esta técnica en una herramienta importante, siendo un
método de concentracion de alto rendimiento, debido a su simplicidad técnica, bajo
costo y alta sensibilidad, constituyéndose en una alternativa aplicable en nuestro
medio y centros de salud. Esta forma de analisis fue utilizada durante el periodo de
1997 hasta 2009 por nuestro laboratorio.

La microscopia para el diagnéstico de teniasis sigue siendo la técnica més
usada en investigacion, aplicada a estudios de campo donde se reportan
sensibilidades entre 38%, 50% y 78%, (Allan et al., 1996b; Schantz, 1989); en
nuestro estudio, para la poblacion analizada, la positividad de la microscopia fue de
86%, esto debido a la experiencia adquirida en la deteccion del huevo de Taenia
sp.

Mediante la técnica de coloracién de Ziehl-Neelsen en ocasiones puede
distinguir plenamente los huevos maduros de T. solium de T. saginata, pero esta
diferenciacién no es muy sensible ni especifica (Jiménez et al., 2010).

A pesar que la microscopia sigue siendo la metodologia mas utilizada en los
laboratorios de referencia, para el diagnéstico de teniasis, es poco sensible aun en
manos expertas, llegando a una sensibilidad de hasta el 78% (Pawlowski, 1972); la
desventaja es que mediante la observacion microscopica no se puede determinar
la especie de Taenia sp. debido a la similitud morfolégica de los huevos y la
variabilidad en la expulsion de los mismos por parte del parasito (Schantz, 1989).

En el presente estudio realizamos las medidas morfométricas de 293
huevos de Taenia sp., considerando el diametro mayor y didametro menor. Las
muestras procedieron de pacientes cuyas localidades fueron Ancash, Ayacucho,
Puno Cajamarca, Piura, y Tumbes. En promedio cada muestra de heces tuvo un
lectura de 4.3 huevos en 40 yl de sedimento. Nosotros encontramos que existen
diferencias significativas a nivel del didmetro mayor, diametro menor y el ratio entre
T. solium y T. saginata, aun luego de ajustar por la zona geogréfica. EI mejor
modelo de prediccion es en base al “ratio”. Los huevos de T. saginata de Piura son
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significativamente mas grandes que los huevos de T. saginata de Tumbes. Del
andlisis se demuestra que hay 3 grupos geograficos que se asocian por tener
huevos de Taenia de similares tamanos. El primer grupo es Piura-Tumbes (aqui los
huevos son mas pequenos). Luego el grupo de Cajamarca-Ayacucho-Puno, que
tiene huevos de Taenia significativamente mas grandes, y por ultimo el grupo de
Ancash que tiene los huevos de Taenia mas grandes que todos. Con estos
resultados preliminares podriamos dar un diagnostico por morfometria de los
huevos de Taenia sp., contando simplemente con un ocular con medida en micras
y dar un diagnéstico de especie.

En un estudio realizado en Honduras, utilizaron los métodos de Kato katz, la
combinacién de Kato katz y cinta adhesiva y la historia clinica de expulsién de
gusano, como métodos diagndsticos en individuos portadores de T. solium y T.
saginata. Estos métodos no dieron buenos resultados por su baja sensibilidad y la
dificultad en el seguimiento de los pacientes, por lo que es necesario contar con
mejores técnicas de diagndstico y mas fiables (De Kaminsky, 1991a).

La eliminacion espontanea de proglétidos esta generalmente referido a T.
saginata, debido a la movilidad y por el gran tamafio que puede alcanzar en el
intestino humano; con menor frecuencia por 7. solium (Pawlowski, 1972). La
eliminacion espontanea por T. saginata es reportada en 21% segun Pawlowski et
al., 1972; asi mismo se ha reportado pacientes que eliminaban proglétidos por mas
de dos semanas y hasta un 31% de pacientes que eliminaban proglétidos por mas
de tres afnos sin ninguna sintomatologia. Segun Pawlowski et al 1972, hay una
mayor frecuencia de teniasis por T. saginata en mujeres que en hombres (79,3%
vs. 74,9%). Interesantemente nosotros encontramos en nuestro medio un 75%
(18/24) para mujeres, y 25% (6/24) para hombres. El grupo etareo mas afectado
fue de 28 afios (9-80 afos). Segun Terashima, Alvarez, 2000, en el Perd, T.
saginata ha ido decreciendo entre los céstodos grandes; en un estudio hasta el afio
1975 se obtuvo un 41.32% de pacientes con T saginata (Lumbreras et al., 1975);
hasta el afno 1986, se obtuvo un 25.32% (Lumbreras et al., 1995) y en 5 afos de la
tltima década llegé a un 5.94% (Terashima, 2000) de pacientes positivos a este
parasito.
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7.2 DIAGNOSTICO DE TENIASIS POR COPROANTIGENO

La aplicacion de modernas técnicas de inmunodiagnostico ha mejorado la
deteccion de las infecciones por cestodos. Un enfoque particularmente prometedor
es la deteccion de antigenos especificos del paréasito en las heces (coproantigeno).
Este enfoque se ha aplicado a especies de género Taenia y ha crecido cada vez
mas su utilizacion en la deteccion de portadores.

A partir del ano 2004 nosotros empezamos a utilizar junto con la
microscopia de luz, la técnica de coproantigeno, la cual fue estandarizada en el
Laboratorio de Cisticercosis del INCN. La estandarizacién del método nos permitié
diferenciar aquellos pacientes portadores de T. solium de los portadores de T.
saginata, a diferencia del método original propuesto por Allan et al., en 1996 donde
el diagnédstico era hasta género. La especificidad de la prueba fue de 100% y el
95% de sensibilidad.

Antes del coproantigeno, tanto la microscopia para la deteccién de huevos
de la Taenia sp., o la recuperacion y la identificacién de proglétidos eran los Unicos
medios para diagnosticar esta infeccidén intestinal. La microscopia carecia de
sensibilidad, porque la deteccion de huevos en las muestras dependia de la
expulsion de huevos por el parasito, y a la manera intermitente de éstos durante la
infeccién. Por otra parte, la identificacion de la Taenia depende mucho de la
recuperacion de proglétidos no degradados, que no siempre era posible.

El antigeno del parasito puede detectarse en las heces semanas antes de
volverse infectivo, considerando que los niveles de coproantigeno son
independientes de la produccién de huevos, como se demuestra en el seguimiento
coproparasitoldgico (Tabla N°3). Aqui observamos que un coproantigeno positivo
indicaria que hay una infeccion actual, que la Taenia esta aun en el intestino del
paciente. Al expulsar el gusano post tratamiento los niveles de coproantigeno en el
seguimiento, disminuyen hasta convertirse en negativo.

El método del coproantigeno se convierte en una herramienta diagnédstica
muy importante y de gran utilidad en el seguimiento coproldgico. Por lo tanto, estos
resultados nos orientarian a tomar decisiones con respecto a un paciente
sospechoso de teniasis y a un posterior tratamiento.

Hubieron pacientes que fueron diagnosticados por coproantigeno, sin la
eliminacion de huevos, en estos casos eliminaron post tratamiento proglétidos
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inmaduros 0 gusanos cuyo tamano promedio fue de 30 cm. EI PCR resultd
importante en el diagndstico de especie (Mayta et al., 2000).

Con el uso del coproantigeno, se ha mejorado la deteccién de portadores,
hasta 2,6 veces mas portadores de T. solium que el examen microscopico aln con
una sola muestra (Allan et al., 1996a). De esta forma surgen nuevos reportes sobre
prevalencia de teniasis en poblaciones endémicas, experimentando un incremento
en el niamero de casos (Allan et al, 1996a) y contribuyendo a una mejor
comprensién de la transmisién y a la vigilancia de este importante agente zoon6ético
(Allan, 2006).

7.3 DIAGNOSTICO DE TENIASIS POR SEROLOGIA

Se han desarrollado diversas técnicas para la deteccién de anticuerpos en
sueros de individuos con teniasis, la mayoria con pobre sensibilidad vy
especificidad. Sin embargo, Willkins et al., en 1999, estandariz6 un ensayo de
deteccion de anticuerpos mediante Western blot, utilizando un antigeno de
excrecion /secrecion de T. solium, con el que lograron obtener 95% de sensibilidad
y 100% de especificidad en la identificacién de portadores teniasicos. Dicho ensayo
logré detectar tenidsicos en Guatemala, Pera e Indonesia (Wilkins et al., 1999).

Mediante protedmica se ha identificado el antigeno TSES33 (antigeno
excretorio -secretorio de T. solium) (Levine et al., 2004) el cual hemos utilizado en
el presente estudio en su forma recombinante rES33 (antigeno recombinante
excretorio secretorio de T. solium). El Western Blot realizado a los sueros de los
pacientes que eliminaron T. solium confirmé en el 99% (158/160) de los casos la
presencia de anticuerpos contra el parasito y una especificidad de 100% (Tabla N°
1). Los sueros de pacientes que eliminaron T. saginata fueron negativos al rES33,
resultados que concuerdan con lo reportado por Levine et al., 2007.

Estos autores cuando determinaron la especificidad de la prueba, sélo
utilizaron sueros de pacientes de areas no endémicas como verdaderos negativos,
porgue con sueros de pacientes de areas endémicas siempre hay la posibilidad de
estar infectados con teniasis y cisticercosis (Levine et al., 2004).

Las pruebas serolégicas, con un resultado positivo al rES33, pueden indicar
infeccién pasada o actual por exposicion al parasito. Un paciente puede seguir
siendo positivo serolégicamente, aunque su tenia se haya eliminado. La longevidad
de los anticuerpos contra rES33 sera la clave en la respuesta a esta interrogante.
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7.4 TENIASIS POR EDAD Y SEXO

En nuestro estudio el grupo etario de mayor prevalencia fueron entre 11 a
20 anos con un 27% (80/292); la poblacién femenina fue la mas afectada con un
60% (178/299). El ser mas joven predispone a adquirir teniasis. A mayor edad el
riesgo disminuye (Tabla N° 6). Estudios realizados en México informan que las
prevalencias mas altas para Taenia se presentaron en el grupo etareo de 5 a 14
anos (35,3%), seguido por el de 1 a 4 anos de edad, sin diferencias significativas
por sexo; en cambio los estudios epidemioldgicos informaron que el parasito adulto
se presentd en todas las edades y que alcanzé un pico en grupos de 16 a 35 afnos
(edad econdémicamente productiva); asi mismo, que las personas de sexo
femenino fueron las mas frecuentes en presentar el parasito (Sarti, 1997).

Garcia-Noval et al., 1996, en un estudio realizado en Guatemala, encontré
que personas cuyas edades fluctuaban entre 30-39 anos fueron la de mayor riesgo
de infeccion siendo también las mujeres las de mayor predisposicion a adquirir la
enfermedad, indicando que una posibilidad podria ser a que estan mas expuestas
al parasito por las practicas sociales que realizan, como manipulacién de alimentos
o a factores del medio ambiente, e inclusive a factores inmunoldgicos.

En nuestro estudio las mujeres constituyeron la poblacibn con mayor
participacion, esto se atribuye a que son mas accesibles a colaborar y también a
que fueron mas facilmente ubicadas en sus hogares, a diferencia de los hombres
los cuales estaban en sus centros de trabajo en el momento de realizar las
encuestas asi como el recojo de muestras de heces. La importancia de realizar
este tipo de trabajo radica en que la poblacion entre 20-45 afos, corresponden a
grupos econdmicamente productivos para la sociedad y son justamente los mas

expuestos a la infeccion.

7.5 TENIASIS Y NEUROCISTICERCOSIS

La cisticercosis es la parasitosis del sistema nervioso central (SNC) mas
frecuente en nuestro medio, la cual causa una variada sintomatologia. La
neurocisticercosis (NCC) puede adoptar distintas formas segun la localizacién, el
namero de parasitos, el estado biol6gico del parasito, el grado y tipo de inflamacién

del tejido del huésped y las estructuras neurales afectadas. Por todo esto es de
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mucha importancia evaluar diferentes pruebas diagndsticas tanto parasitolégicas,
inmunolégicas como imagenoldgicas.

La Tomografia Axial Computarizada (TAC) se ubica pues como la prueba
imagenoldégica de eleccion (teniendo en cuenta el tipo y localizacion de la lesion), la
cual asociada al Western Blot (prueba inmunolégica de eleccion para cisticercosis)
brindan un diagnéstico confirmatorio de neurocisticercosis (Grisolia, 1982; Loo,
1982). La TAC (Mervis, 1980) y mas recientemente la Resonancia Magnética (RM)
(Suss et al., 1986) ha permitido conocer las diferencias, y las formas mas
frecuentes de neurocisticercosis (NCC).

El diagndéstico de la neurocisticercosis es generalmente imposible de realizar
considerando Unicamente los criterios clinicos (dolor de cabeza, convulsiones),
aunque ciertos sintomas en zonas endémicas son orientadores, en tal sentido,
debemos considerar a personas asintomaticas y sintomaticas.

El periodo entre la infeccion inicial y la aparicién de los sintomas es muy
variable y va de algunos meses a muchos anos. En un estudio de 450 casos
realizado entre soldados britanicos en la India, el tiempo promedio fue de 4.8 anos
(Dixon, 1961).

Los estudios epidemiolégicos han sefialado al individuo portador de T.
solium intestinal como el principal factor de riesgo para adquirir NCC (Flisser et al.,
1997; Sarti, 1988; Schantz et al., 1992).

Nosotros encontramos en poblacién asintomaticos a NCC de Lima
(empleadas del hogar) y portadoras de T. solium, un 15.4% (2/13) pacientes con
NCC calcificada y 11 pacientes con TAC normal. El tiempo de residencia en Lima
de todos estos pacientes fue variable. Los habitos higiénicos y el acceso a
servicios de agua potable, podria ser determinante en este grupo para no adquirir
en su mayoria NCC sintomatica. Dentro de los roles que cumple la empleada del
hogar teniasica, esta la preparacion de los alimentos, lo que la convierte en foco de
propagacion de huevos de Taenia. La necesidad de poder realizar en forma
confidencial exdmenes de rutina parasitologicos y serolégicos en este grupo de
trabajadores es de prioridad, pues la mayoria provienen de areas endémicas; los
examenes mencionados contribuirian a la deteccién de portadores de tenia y asi
interrumpir el ciclo biolégico del parasito.

La importancia de los portadores de T. solium sobresale en el caso de las
familias de judios ortodoxos de Nueva York, estas personas no comen carne de
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cerdo, sin embargo, su personal de servicio era latinoamericana y portador del
parasito adulto, en ellos se detectaron cuatro casos de neurocisticercosis y otros
siete individuos seropositivos (Schantz et al., 1992).

En Kuwait, donde antes no existia esta parasitosis, algunos de sus
habitantes han viajado a paises endémicos y, al volver, han traido consigo la
teniasis y estan generando casos de neurocisticercosis (Hira et al., 2004).

Un estudio de 31 familias de pacientes con neurocisticercosis en México,
mostrd que 2% fue positivo al ELISA para coproantigeno, 14% tenia antecedentes
familiares de teniasis y 10% tenia antecedentes de la enfermedad (Lépez-Cepeda
et al., 2001).

En nuestro estudio encontramos que la poblacién teniasica asintomatica de
Tumbes, de los 19 pacientes con TAC positiva, el 95% (18/19) tuvieron NCC
calcificada y un paciente con NCC viable. Los portadores asintomaticos de zonas
endémicas tuvieron con mayor frecuencia calcificaciones cerebrales que el resto de
la poblacion que viven en la misma zona, probablemente por la migracién a zonas
no endémicas (tal vez debido a la mejora de las condiciones sanitarias). De igual
forma el grupo asintomatico, denominado familiares de pacientes con NCC, de un
total de 21 pacientes con TAC positiva, el 43% (9/21) de ellos tuvieron NCC, de
estos el 24% (5/21) pacientes resultaron con NCC viable y 19% (4/21) con
calcificaciones.

La propagacion de la NCC entre los familiares, nuevamente recae en el
portador del gusano, en este caso la persona encargada de preparar los alimentos,
que ignora tener una Taenia, y definitivamente a los malos habitos higiénicos del
portador.

Diferentes estudios epidemiolégicos efectuados en zonas rurales de paises
endémicos con base en estudios de TAC mostraron que, en la gran mayoria de los
casos, el parasito se calcifica sin producir sintoma alguno tal como se observa en
nuestro estudio. La exposicion al huevo de T. solium va a crear inmunidad en el
paciente, no dejando instalar nuevos cisticercos en el hospedero, o en todo caso, si
se logran instalar las formas larvales, posteriormente se mueran o calcifiquen por
accion de la respuesta inmune.

Las condiciones de insalubridad en campo es un factor de riesgo para la
propagacion de cisticercosis, en aquellas personas portadoras del gusano y
susceptibles a la infeccién (Lopez-Cepeda et al., 2001).
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En nuestro estudio el numero de casos sintomaticos con NCC fue mayor en
la poblacion neuroldgica (dolor de cabeza y convulsiones como sintomas
principales), que acudié al INCN. Como se esperaba, los portadores que tuvieron
sintomas neuroldgicos con mayor frecuencia y compromiso del SNC albergaron
parasitos vivos en una proporcién significativa de los casos. Asi tenemos, que de
38 pacientes con TAC, el 87% (33/38) de ellos tuvieron NCC, de estos el 85%
(28/33) presentaron quistes viables o pardasitos vivos y 15% (5/33) presentaron
calcificaciones o parasitos muertos. También encontramos que el sexo femenino
tiene una mayor porcentaje de adquirir NCC (66.7%) y que la edad promedio fue
de 38 anos, diferencias significativas con respecto al sexo masculino.

El perfil epidemioldgico de pacientes con NCC diagnosticados por TAC en
Curitiba, Brasil, tuvo como resultados que el 9,02% de casos fueron positivos a
NCC, donde el 96,7% presentaron la forma calcificada y el 3,2% presentaron
quistes granulomatosos. La prevalencia de casos de NCC fue mayor entre 51 e 60
anos. No hubo diferencia significativa para el sexo, a diferencia de lo reportado en
nuestro estudio (Grazziotin A et al., 2010).

(Flisser et al., 1997; Gilman et al., 2000), indican que hay una asociacién
clara entre la presencia de portadores de tenia con la severidad de la
neurocisticercosis, ya que, aparentemente, la mayor parte de las infecciones
masivas cerebrales resultan de una fuente de infeccién constante en pacientes que
tienen el parasito adulto en su intestino. Por lo tanto, considerar la percepcion de
que la tenia es un huésped silencioso que no causa dafo al ser humano, es
erronea, ya que los portadores de Taenia deben visualizarse como fuentes
potenciales de contagio a ellos mismos y a aquellos que viven en el ambiente
cercano (Flisser, 1987; Gilman et al., 2000).

Finalmente, el riesgo de NCC en portadores de Taenia es bajo en areas no

endémicas (mejora de condiciones higiénicas), mientras que NCC viable fue

encontrada solamente en pacientes sintomaticos y familiares.
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8. CONCLUSIONES

1. La microscopia, hecha por métodos especificos como concentracion de huevos,
sigue siendo la prueba de mayor disponibilidad en los laboratorios, pero no
diferencia huevos de T. soliumy T. saginata.

2. El coproantigeno se convierte en una importante herramienta diagndstica con
mayor precision en la deteccion de portadores de T. solium.

3. El antigeno recombinante rES33 y coproantigeno dan las mejores tasas de
deteccidn de casos, pero es necesario conocer el valor predictivo negativo para ver
su utilidad real en campo.

4. A diferencia de la microscopia, el antigeno recombinante rES33 vy
coproantigeno, nos permiten diferenciar especie.

5. Al igual que otros estudios realizados en Latinoamérica, en los pobladores del
Perd, las mujeres son mayormente portadoras de teniasis.

6. El grupo etareo mayormente afectado ha sido entre 11-20 afios, afectando a la
poblacion econdmicamente productiva.

7. El riesgo de NCC en portadores de T. solium es bajo en areas no endémicas.

8. La NCC viable o parasitos vivos fue encontrada solamente en pacientes

sintomaticos y en sus familiares mas cercanos.
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9. RECOMENDACIONES

1. Capacitar al personal de laboratorio en la identificacién de huevos de Taenia sp.
2. Difundir el coproantigeno como método diagndstico, que pueda ser aplicado en
condiciones de campo (coproantigeno artesanal).

3. Evaluar mediante el seguimiento con coproantigeno a los pacientes que
recibieron tratamiento antihelmintico para confirmar curacion.

4. Aplicar el recombinante rES33 y coproantigeno en poblacién endémica y estimar
la verdadera prevalencia de teniasis.

5. Evaluar la persistencia de anticuerpos anti-rES33 en pacientes teniasicos ya
curados.
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ANEXOS

ANEXO 1

CONSENTIMIENTO INFORMADO N1

INSTITUCION: Universidad Peruana Cayetano Heredia. Instituto de Ciencias
Neuroldgicas

INVESTIGADOR: Héctor H. Garcia, Juan Jiménez, Javier A. Bustos
PROYECTO “Determinacion de la eficacia de la Niclosamida en el
Tratamiento de teniasis por T. solium”

Padres

El resultado del examen de heces de su hijo/a es positivo a teniasis, esto significa
que su hijo/a tiene un gusano llamado “solitaria”. El mejor tratamiento actual para este
pardsito implica el uso de Niclosamida (medicina que mata el pardsito) y un purgante.
Existen otras medicinas pero son menos efectivas para tratar esta enfermedad. Le estamos
ofreciendo este tratamiento sin costo alguno como parte de un estudio de investigacion para
evaluar la eficacia de este tratamiento. El tratamiento serd supervisado por un médico del
estudio. Usaremos un purgante llamado Nulitely. En este estudio participardan 40 personas.

Si acepta ser tratado, su hijo/a, recibird una sola dosis de 2 g de Niclosamida (cuatro
pastillas de 500 mg), dos horas después del tratamiento, su hijo/a, serd purgado con
aproximadamente dos litros del liquido purgante (Nulitely, un vaso lleno cada diez
minutos), para eliminar el pardsito. El uso del purgante no es estrictamente necesario, sin
embargo esto ayudard a eliminar el pardsito e identificarlo. No debe consumir alcohol
durante el tratamiento. Si su hija estd gestando no puede recibir tratamiento con niclosamida
durante los tres primeros meses de embarazo. Antes de recibir el tratamiento con
Niclosamida, a las mujeres de 12—49 afios se les solicitard una prueba de embarazo.

Después del tratamiento se le solicitara tres muestras de heces los dias 3, 7, 15,30 y
90. Si alguno de estos resultados muestra que sigue con el pardsito se le dard un segundo
tratamiento con Prazicuantel.

Durante el tratamiento su hijo/a puede sentir algunos sintomas. La niclosamida
puede causar nauseas, vomitos, pérdida del apetito, dolor abdominal y diarrea. En menor
frecuencia se experimenta sabor desagradable y estrefiimiento y mas raramente aun, mareos
dolor de cabeza e irritabilidad. Estas molestias pasan por si solas. Los efectos adversos
producidos son nauseas, sensacion de llenura abdominal y gases. En menor frecuencia se
observa cdlicos abdominales, vomitos, ardor en la regién anal y reaccion alérgica, la cual
puede ser severa.

Después del tratamiento su hijo/a puede expulsar algunos pedazos del gusano o el gusano
entero. Esta material serd recolectado y puede ser usado para el desarrollo de vacunas o
pruebas diagndsticas.

Si los resultados de este estudio son publicados, las personas que participan en este
estudio no serdn nombradas o identificadas. La informacion en este estudio serd mantenida
como confidencial. Los datos de este estudio sbélo estardn disponibles para los
investigadores de este estudio, para la institucién financiadora o para alguna supervision
autorizada. Sus registros no serdn mostrados a ninguna persona extrafa al estudio sin su
consentimiento. Usted puede hacer preguntas acerca de esta investigacion al personal del
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estudio en cualquier momento.

La participacion de su hijo/a en este estudio es completamente voluntaria, su hijo/a
recibird la misma calidad de atencién médica si decide participar o no participar en este
estudio. Puede retirarse del estudio en cualquier momento, o puede no participar de alguna
parte del estudio sin ningiin problema. Si usted tiene alguna duda, por favor pregunte al
personal del estudio o llame al Dr. Hugo Garcia al 01-3287360 (Lima).

Si usted desea hablar acerca de este estudio de investigacion porque cree que no ha
sido tratado justamente o que se le ha hecho algin dafio al participar del estudio, por favor
comuniquese con el Dr. Humberto Guerra, presidente del Comité Institucional de Etica de la
Universidad Peruana Cayetano Heredia, al (01) 3190005 anexo 2271.

CONSENTIMIENTO:

Yo acepto que mi su hijo/a sea tratado. Este procedimiento ha sido explicado a mi su hijo/a
de modo que él/ella ha podido entenderlo. Mi hijo/hija acepta ser tratada.

Firmas:

Participante Fecha
Testigo (si el participante es analfabeto) Fecha
Meédico Fecha
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CONSENTIMIENTO INFORMADO N-°2

INSTITUCION: Universidad Peruana Cayetano Heredia. Instituto de Ciencias
Neuroldgicas

INVESTIGADOR: Héctor H. Garcia, Juan Jiménez, Javier A. Bustos
PROYECTO “Determinacion de la eficacia de la Niclosamida en el
Tratamiento de teniasis por T. solium”

Pacientes mayores de 12 afios

El resultado del examen de heces es positivo a teniasis, esto significa que usted tiene
un gusano llamado “solitaria”. EI mejor tratamiento actual para este parasito implica el uso
de Niclosamida (medicina que mata el pardsito) y un purgante. Existen otras medicinas pero
son menos efectivas para tratar esta enfermedad. Le estamos ofreciendo este tratamiento sin
costo alguno como parte de un estudio de investigacion para evaluar la eficacia de este
tratamiento. El tratamiento serd supervisado por un médico del estudio. Usaremos un
purgante llamado Nulitely. En este estudio participardan 40 personas.

Si acepta ser tratado, recibird una sola dosis de 2 g de Niclosamida (cuatro pastillas
de 500 mg), dos horas después del tratamiento, su hijo/a, serd purgado con
aproximadamente dos litros del liquido purgante (Nulitely, un vaso lleno cada diez
minutos), para eliminar el parésito. El uso del purgante no es estrictamente necesario, sin
embargo esto ayudard a eliminar el pardsito e identificarlo. No debe consumir alcohol
durante el tratamiento. Si su hija estd gestando no puede recibir tratamiento con niclosamida
durante los tres primeros meses de embarazo. Antes de recibir el tratamiento con
Niclosamida, a las mujeres de 12—49 afios se les solicitard una prueba de embarazo.

Después del tratamiento se le solicitara tres muestras de heces los dias 3, 7, 15,30 y
90. Si alguno de estos resultados muestra que sigue con el pardsito se le dard un segundo
tratamiento con Prazicuantel.

Durante el tratamiento usted puede sentir algunos sintomas. La niclosamida puede
causar nauseas, vOomitos, pérdida del apetito, dolor abdominal y diarrea. En menor
frecuencia se experimenta sabor desagradable y estrefiimiento y mas raramente aun ,,
mareos dolor de cabeza e irritabilidad. Estas molestias pasan por si solas. Los efectos
adversos producidos son nauseas, sensacion de llenura abdominal y gases. En menor
frecuencia se observa cdlicos abdominales, vomitos, ardor en la regién anal y reacciéon
alérgica, la cual puede ser severa.

Después del tratamiento su hijo/a puede expulsar algunos pedazos del gusano o el
gusano entero. Esta material serd recolectado y puede ser usado para el desarrollo de
vacunas o pruebas diagnésticas.

Si los resultados de este estudio son publicados, las personas que participan en este
estudio no serdn nombradas o identificadas. La informacién en este estudio serd mantenida
como confidencial. Los datos de este estudio sélo estardn disponibles para los
investigadores de este estudio, para la instituciéon financiadora o para alguna supervision
autorizada. Sus registros no serdn mostrados a ninguna persona extrafa al estudio sin su
consentimiento. Usted puede hacer preguntas acerca de esta investigacion al personal del
estudio en cualquier momento.

Su participacion en este estudio es completamente voluntaria, usted recibird la
misma calidad de atencién médica si decide participar o no participar en este estudio. Puede
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retirarse del estudio en cualquier momento, o puede no participar de alguna parte del estudio
sin ningdn problema. Si usted tiene alguna duda, por favor pregunte al personal del estudio
o llame al Dr. Hugo Garcia al 01-3287360 (Lima).

Si usted desea hablar acerca de este estudio de investigacion porque cree que no ha
sido tratado justamente o que se le ha hecho algin dafio al participar del estudio, por favor
comuniquese con el Dr. Humberto Guerra, presidente del Comité Institucional de Etica de la
Universidad Peruana Cayetano Heredia, al (01) 3190005 anexo 2271.

CONSENTIMIENTO:

Yo acepto ser tratado. Comprendo lo que me pasara si es que yo acepto ser tratado con estos
medicamentos, también entiendo que puedo decidir no ser tratado.

Firmas:

Participante Fecha
Testigo (si el participante es analfabeto) Fecha
Meédico Fecha
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CONSENTIMIENTO INFORMADO N°3

INSTITUCION: Universidad Peruana Cayetano Heredia. Instituto de Ciencias
Neuroldgicas

INVESTIGADOR: Héctor H. Garcia, Juan Jiménez, Javier A. Bustos
PROYECTO “Determinacion de la eficacia de la Niclosamida en el
Tratamiento de teniasis por T. solium”

5 a 12 ahos/ Texto a ser leido a los pacientes

Hola mi nombre es T tienes un gusano en tu barriga. T necesitas tomar
una medicina para matar ese gusano. Si td aceptas ser tratado te daremos una pastilla para
que la tragues y un poco de liquido para eliminar ese gusano. Después de esto te pediremos
algunas muestras heces para asegurarnos que te hayas curado.

T puedes tener algunas molestias a causa del tratamiento. El tratamiento podria causar
nauseas, vomitos, pérdida del apetito, dolor abdominal, diarrea, llenura abdominal, gases, y
otras molestias menos frecuentes como dolor de cabeza. Estos sintomas pasan por si solos.
Tus padres han sido informados y estdn de acuerdo en que seas tratado. Ellos estardn
contigo todo el tiempo.

[ Tienes alguna pregunta?
(Deseas colaborar con nosotros?

Firmas

Padres o apoderado Fecha
Testigo (si los padres son analfabetos) Fecha
Médico Fecha
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ANEXO 2

DIFERENCIACION DE PROGLOTIDOS GRAVIDOS MEDIANTE SU ESTUDIO
MORFOLOGICO CON EL METODO DE COLORACION CARMIN DE
SEMICHON.

Se escogieron progloétidos gravidos de los especimenes eliminados por los
pacientes, pos tratamiento, los cuales se lavaron varias veces en agua y se
procedié a prensarlos entre dos laminas amarrados con pabilo y fijarlos en A.F.A.
(alcohol- formol- acido acético) por 24 horas. En el caso de escélex se procedié la
misma manera.

Se retiraron del fijador y se colocaron en alcohol al 70%. Se procedid a
colocar el espécimen en colorante carmin de Semichon por espacio de 30 minutos
a una hora. Luego se procedié a retirar el exceso de colorante con alcohol-HCI al
1%, hasta observar la diferenciacién de estructuras (ventosas y/o ganchos, en el
caso de los escélex) o ramas uterinas con la ayuda de un microscopio.

Luego se colocaron los proglétidos en un gradiente de alcoholes (30%, 70%,
96% 100%, 100%), por espacio de 10 minutos cada uno y en alcohol-xilol, por 5
minutos. Finalmente en xilol, y se monto con Cytoceal en una ladmina portaobjeto
para su observacién (Botero, 2003)

Para el diagnéstico de especie se utiliz6 un microscopio.de luz. Para los
proglétidos gravidos de T. solium el conteo de ramas uterinas fue de 7, mientras
que para T. saginata fue de 18 ramas uterinas.
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ANEXO 3

IDENTIFICACION DE ESPECIES DE Taenia sp. MEDIANTE PCR-RFLP

EXTRACCION DE ADN

. Colocar un proglétido de Taenia en un eppendorf nuevo y limpio de

1.5ml, y agregar 500ul de buffer de lisis (100mM Tris-HCI, 100mM
EDTA ,0.5% SDS).

. Vortexear, agregar 40 ul de proteinasa K e incubar la muestra a 55°C

hasta que el tejido haya sido completamente lisado (la muestra
debera ser agitada cada 20 o 30 min.).

. Agregar un volumen similar de una mezcla de fenol-cloroformo-

isoamyl alcohol (25:24:1), vortexear y centrifugar durante 6 min. a
12000 rpm (se formaran tres fases luego de centrifugar la muestra).

. Tomar 400-500 ul del sobrenadante, colocarlo en un nuevo tubo

eppendorf de 1.5ml, agregar un volumen similar de la mezcla fenol-

cloroformo-isoamyl y vortexear.

. Centrifugar durante 6 min. a 12000 rpm., tomar 300-400ul del

sobrenadante y vaciar en otro eppendor nuevo.

. Agregar 600 pl de una mezcla cloroformo-isoamyl alcohol (24:1),

vortexear y centrifugar durante 6 min. a 12000 rpm.

. Tomar 200 yl del sobrenadante, colocarlo en otro eppendorf nuevo y

agregar 440 pl de etanol absoluto y 20 ul de Acetato de Sodio 3M pH
5, agitar suavemente y colocar la muestra a -70°C durante 1 hora o a

-20°C durante toda la noche.

. Luego centrifugar durante 6 min. a 12000 rpm, decantar el

sobrenadante y mantener el pellet formado.

. Lavar el pellet con 400 pl de etanol al 70%, por lo menos en dos

ocasiones, centrifugando y decantado el sobrenadante cada vez.

10.Por ultimo dejar secar El pellet a temperatura ambiente o con calor y

después resuspenderlo en 200 pl de agua destilada estéril

precalentada a 70°C. Rotular bien y guardar hasta ser usada.
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1. PER:
Programa: TENIAS
Ciclamignto: 94 C durante 4 min.

94= C durante 1 min.
hEe C.durante 1 min. 32 ciclos
T2° C durante 2 min.

T2 C durante 4 min.
Primers:
BD1:5 —GTC GTAACAAGG TTT CCG TA-¥
TSS1. 5 -ATATGC TTA AGT TCA GCG GGT AAT C-3
Preparacion del Master Mix:

STOCK {1 Final Vol. * tubo
Buifer de PCR 10X X 5.0ul
MgClI2 25mM 2,5mM 50ul
dNTPs 2.5mM 0.2mM 4.0 ul
BD1 10uM 0.4uM 20ul
TS31 10uM 0.4umM 20ul
Tag 5Ll 15U 03wl
H20d PCR 2iTu
DNA 40w
Wol. Final 58 ul

2. ANALISIS POR RFLP:

Si se detecta una banda fuerte de aprox. 1.2 Kb (mediante una
corrida electroforética de los productos de amplificacion del PCR en
un gel de agarosa al 2%), se digieren 8 pl del producto de PCR en un
volumen total de 15 ul con la enzima de restriccion Ddel de acuerdo
al protocolo del fabricante. Brevemente, se colocan 8 ul del producto
de PCR, 1.5 yl del Ddel Buffer 10X, 5.2 yl de agua destilada estéril y
0.3 pl de la enzima Ddel en un tubo de reaccién (15 ul en total) y se
incuba a 37°C durante toda la noche.

Luego de la incubacién durante toda la noche, se procede a inactivar
la enzima mediante un calentamiento de la muestra a 65°C durante
15 min.

Se prepara un nuevo gel de agarosa al 2% (con TAE 1Xy bromuro de
etidio para visualizar el DNA) para correr mediante electroforesis los
productos digeridos por la enzima.
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- Observar el gel utilizando un transiluminador de luz UV, los patrones
para cada especie son caracteristicos de acuerdo al enzima utilizado,
tal como se puede observar en la siguiente foto :

Linea 1: 100bp Ladder
Linea 2: muestra 1
Linea 3. muestra 2
Linea 4: T. solium

Linea 5. T. saginata

Linea &: 100bp Ladder
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DEFINICION DE TERMINOS

1) Criterios diagnésticos: Criterios que guian a la sospecha de un portador de
teniasis:
- Microscopia = Presencia de huevos de Taenia sp. confirmada por lectura en por
lo menos una muestra de heces.

- Coproantigeno (CoAg) = Resultado de CoAg positivo segun los criterios:

*T. solium = CoAg con PP > 40 en por lo menos dos muestras antes o durante el
tratamiento.

*T. solium = por lo menos 1 muestra huevo positivo confirmado por relectura
con PP >40.

*T. solium = por lo menos 1 muestra huevo positivo confirmado por relectura con
PP <40y rES33 +.

*T. saginata = Huevo positivo confirmado por relectura y por lo menos 3 muestras
dentro de un rango de 2 semanas previas o durante el tratamiento con CoAg
negativo. De haber mas muestras todas deben ser negativas.

*Taenia sp. = Huevo positivo confirmado por relectura, con valores de PP para
coproantigeno que no cumplen los criterios anteriores.

- EE = Eliminacién espontanea/laboratorio (hallazgo de una tenia o parte de ella
durante la examinacién de una muestra de heces en el laboratorio) o Eliminacion
espontanea/paciente (hallazgo de una tenia o parte de ella por el propio paciente).

- SUERO = Western blot positivo para el Ag recombinante (rES33) para el
diagnostico de teniasis.

- TRATAMIENTO DIRIGIDO: procedimiento por el cual un paciente recibe
tratamiento, previo resultado parasitolégico de acuerdo al criterio diagnéstico.

- TRATAMINETO MASIVO: procedimiento por el cual un paciente recibe
tratamiento, sin resultado parasitolégico previo.

2) Porcentaje de positividad (PP): Division del OD (Densidad éptica) promedio de
los pocitos de la muestra (2) entre el OD promedio del Pool Positivo de la lista de
controles x 100.

3) Diagndéstico presuntivo: Se presume un diagnéstico de especie en base a los
valores de CoAg, serologia u otros:

- T. solium = CoAg con PP > 40 en por lo menos dos muestras antes o durante el
tratamiento.

- T. solium = por lo menos 1 muestra huevo positivo confirmado por relectura con
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PP >40.

- T. solium = por lo menos 1 muestra huevo positivo confirmado por relectura con
PP <40y rES33 +

- T. saginata = Huevo positivo confirmado por relectura y por lo menos 3 muestras
dentro de un rango de 2 semanas previas o durante el tratamiento con CoAg
negativo.

- Taenia sp. = Huevo positivo confirmado por relectura con PP que no cumplen los
criterios anteriores.

- NCC calcificada = formas inactivas, que son los parasitos muertos que se
observan en forma de calcificaciones.

- NCC formas transicionales o granulomatosas = que son parasitos en proceso de
degeneracion.

-NCC formas activas = que son los parasitos vivos o también denominados
viables.
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FICHA EPIDEMIOLOGICA DE PACIENTES CON TENIASIS

Autogenerado :
Departamento :
Edad : Afios
Sexo : (F) (M)
Peso : Kg.
Fecha de inclusion al estudio : / /
Fecha de la entrevista : / /
Fecha del diagnéstico coprolégico basal / /
Area de Procedencia (lugar donde ha habitado la mayor parte del dltimo afio):
o Urbana ()
o Rural « )
o Otros ()
+ /Tiene resultados de laboratorio para Taenia sp.?
A. Si ()
B. No ()
Si la respuesta es afirmativa, cudles son:
e Microscopia de heces Positivo ( ) Negativo ( )
e Coproantigeno Positivo ( ) Negativo ( )
e Antigeno recombinante rES33 Positivo ( ) Negativo ( )
Cual fue la fecha del resultado: / /

T N S R ok o o S 5

+ ;Alguna vez ha eliminado pedazos de gusano aplanado con sus deposiciones?

C. Si ()
D. No ()
Si la respuesta es afirmativa, cudl fue la fecha de la dltima eliminacién:
/ /
#+ ;Alguna vez ha tomado algin antiparasitario por receta médica o cuenta propia?
A. Si ()
B. No ()
Si la respuesta es afirmativa, cudl fue la fecha de la dltima eliminacion:
/ /

Recuerda como se llamaba: ...........ooiiiiiiiiii
# ;Alguna vez le han tomado una Tomografia Axial Computarizada o Resonancia

Magnética?
o Si ()
o No ()
Si la respuesta es afirmativa, cudl fue el resultado diagnéstico:
o Normal ()
o Presencia de quistes viables ()
o Presencia de Granulomas ()
o Presencia de calcificaciones ()
o Otros ()
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CUESTIONARIO

1. (Qué tipos carne utiliza para la preparacion de los platos que usted consume?

2. Dentro de los platos que figuran a continuacidn, cudl consume usted con mayor

frecuencia:
A. Adobo de chancho « )
B. Adobo de res ()
C. Chicharrén ()
D. Pasado por agua C )
E. Sancochado ()
F. Chuleta frita « )

G. Otro:

3. (En qué lugar es mds frecuente el consumo de estos platos? Asigne orden de
prioridades
A. En su domicilio
B. Restaurantes

C. Comedores populares

~ NN/
N N N N

D. Vendedores ambulantes

E. Otros:

4. (Con qué frecuencia consume carne de cerdo/ vacuno?

A. Diario « )
B. Semanal « )
C. Mensual ()

5. Marque cudl de los siguientes sintomas ha presentado en el dltimo afio.
A. Diarrea (G
B. Dolor Abdominal ()
C. Anorexia ()
D. Estrefiimiento ()
E. Quemazoén o sensibilidad en la lengua ()
F. Pérdida de peso ()
G. Palidez (pérdida de color en la piel) C )
H. Cansancio y/o debilidad muscular ()
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