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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo fué determinar la frecuencia de taeniosis en los
nifios que acuden al Instituto Nacional de Pediatria. con la finalidad fundamental de

evaluar las estrategias que se han aplicado desde hace varios afios para a prevencion y

" erradicacion del complejo taeniosis-cisticercosis. Se realizo un estudio prospectivo de

primera instancia seguido de un estudio retrospectivo. El estudio prospectivo consistio
en recolectar las muestras de materia fecal de los nifios que acudieron a la consulta
externa, bajo carta de consentimiento informado de los padres, en un periodo de 2
meses comsecutivos, para posteriormente realizar coproparasitoscopico  de
concentracion Ritchie y coproantigeno para Iaenia sp. El resultado de la microscopia
no reportd pacientes taeniosicos pero si mostro un 0.6% de parasitosis diferentes a
taeniosis, obteniéndose de ellos un 26.7% para A. Iumbricoides y un 20% para (.
lamblia, por coproantigeno no se encontro ningin caso de taeniosis. En lo gue se
refiere al estudio retrospectivo, se reportaron 37 casos de taeniosis en un total de
502,262 examenes practicados en el periodo de 1975 21995, lo que corresponde a 7.4
casos por 100,000 pacientes examinados, la tendencia de esta parasitosis se Vi mas
marcada en la década de 1975 a 1985 encontrindose alrededor del 90% del total de los
casos del Instituto, lo que sugiere gue esto se pueda deber a lo siguiente: conforme han
transcurrido los afios ¢l nimero de examenes practicados en el Servicio de
Parasitologia ha disminuido significativamerite, debido a que la poblacion que se capta
es mas selecta en cuanto a fa complejidad del padecimiento de entrada, otro factor
importante podria ser que los diversos programas de salud que se han implantado afios
atris para la educacion, prevencion y erradicacion de esta enfermedad han logrado
concientizar a la poblacién mexicana en su conocimiento, hecho que reflejamos en el

presente estudio.
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CAPITULO 1
1. INTRODUCCION

La parasitologia estudia los seres que viven momentanea o permanentemente sobre
otios organismos vivos o dentro de ellos y obtienen de los mismos sus alimentos, asi como
las relaciones entre dichos seres y sus hospederos (1).

Esta disciplina biologica al igual que otras, surgi6 en el siglo pasado como resultado
del progreso de las ciencias basicas, la aplicacion del método cientifico y el auge de la
doctrina microbiana, que indujo al estudio etiolégico de muchas enfermedades de causa
desconocida o atribuida a los agentes mas extrafios (2).

Dilucidar y actualizar aspectos epidemiolégicos en relacién con parasitos intestinales,
se justifica por el hecho de que a varios de ellos se les ha atribuido e! papel de agentes
etiologicos de la diarrea infecciosa, padecimiento de interés en la salud piblica por
encontrarse todavia entre las principales causas de mortalidad infantil en México (3).

Las infecciones y enfermedades parasitarias en el nifio constituyen un importante
problema de salud en la mayoria de los paises Latinoamericanos por su frecuencia, por los
problemas diagndsiticos y terapeuticos que plantean y, en ocasiones, por su gravedad. La
frecuencia con las que se encuentra el médiao que atiende nifios en nuestro medio va en
aumento, probablemente tanto como consecuencia de una elevacion real como porque
piensa mas en ellas (2).

Se sabe que las enfermedades parasitarias han producido a través de los tiempos mas
muertes y dafio econémico a al humanidad que todas las guerras juntas; generalmente en 10s
paises con poco o nulo desarrollo socioeconomico es donde las enfermedades parasitarias y
las parasitosis se presentan con mayor frecuencia, viéndose favorecido esto por las
condiciones climaticas calidas o templadas y por la falta de cultura médica en el pucblo, ya
que en los paises desarrollados social, médica y economicamente, las enfermedades
parasitarias han sido erradicadas o tienen muy poca significacion (4).

Es importante sefialar que fas costumbres de los pueblos hacen que aumenten o

disminuyan algunas parasitosis, como por ejemplo la costumbre de no ingerir carne de cerdo




(5]

parasitada por larvas de 1. solium que practican algunos pueblos del mundo como el
israelita, hace que disminuyan o desparezcan la taeniosis, por el contrario ia matanza
clandestina de cerdos v la ingestion de carne con “zahuate™. “granillo” o “tomatille” {came
de cerdo cisticercosa) que con estos nombres la piden algunas personas del pueblo de
México, por sér mas barata y segun dicen mas sabrosa, incremehta las posibilidades de
taeniosis, y ademas, la practica del fecalismo al aire libre, aumentan las posibilidades de
adquirir cisticercosis, (4).

En el presente trabajo se pretende establecer la prevalencia de parasitosis,
especialemente de taeniosis, en los nifios del Instituto Nacional de Pediatria de 1975 a 1995.
Asi como también para los que acuden a la consulta externa por diversos padecimientos,
con el objetivo de aportar datos epidemiologicos y tomar conciencia de las medidas

preventivas que deben tomarse en cuenta en la poblacion de nifios del instituto.



CAPITULO 2

2. ANTECEDENTES

La Taenia adulta es un parasito obligado del hombre, que es el huésped
intermediario. La 7aenia solium esta casi restringida a ciertos paises en vias de desarrolio
como México, Guatemala, Chile, Peri, Brasil, Africa del Sur y del Sureste Asiatico; eilo se
explica, por los habitos de consumir carne de cerdo cruda o mal cocida parasitada con
cisticercos, las técnicas pecuarias primitivas, la insalubridad ambiental y la carencia de
instruccién y de habitos higiénicos en la poblacion afectada, (5).

Acerca de la prevalencia de Taenia sofium, persiste la opinion en el sentido de que
|a existencia de al menos un individuo parasitado influye en la diseminacion de huevos, si se
consideran algunas caracteristicas biologicas del céstodo (6). Una de ellas es la longevidad
que se ha estimado en mis de 25 afios (7), periodo en el que la parasitosis raramente
evoluciona hacia la curacion espontanea (8). Aln cuando la fertilidad del parésito dura
pocos afios su cuerpo esta formado por mil a dos mil proglotidos con una produccion hasta
de cien mil huevos diarios cada uno. No se ha determinado lo que esto pudiera significar por
la contaminacion, pero se supone que un portador podria infectar a una poblacion de cinco
millones de habitantes en un tiempo relativamente corto.

Para la elaboracion de este trabajo, se recabd informacion de estudios realizados en
la Repiblica Mexicana a partir de 1975, donde el principal objetivo fue establecer la

frecuencia de taeniosis por medio de estudios coproparasitoscpicos, (tabla I).
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Los datos expuestos en la tabla | se recabaron del trabajo de Tay y cols. en 1976 (9)
donde se reviso informacion para establecer la frecuencia de helmintiasis intestinales en
Meéxico en los 20 aflos anteriores.

En 1957 Mercado y cols. realizaron un estudio en San Juan del Rio, Qro., donde el
total de personas se examinaron por el método de Faust, 45 de ellas correspondieron a
edades de 2-6 afios con un frecuencia del 4.4% y 73 individuos de 7-14 afios de edad con un
2.7%.

En 1959 Mejia y cols. en Copainala, Chis., trabajaron con lactantes, pre-escolares y
escolares, encontrando solo en este Gltimo grupo un 2.5% de frecuencia de taeniosis.

En 1967 Garrocho y cols. en la localidad de San Luis Potosi, con un grupo de 114
personas de pre-escolares y escolares, encontraren una frecuencia de taeniosis del 1.75%.

De igual forma Bayona y cols. en 1968 analizaron a 445 personas de 4-7 afios de
edad con una frecuencia de esta parasitosis del 0.24%.

Asi mismo, se citan otros estudios en Puebla, en el Internade Nacional, Hidalgo y
Nuevo Leon; la cifra mas elevada fue la obtenida por Mercado y Biagi, de Actopan. Hgo.
con 4.5% y la mas baja correspondio a la reportada por Vargas y cols., en su trabajo de los

municipios del poniente det Estado de Nuevo Leon, con un 0.1%.

En la tabla 11, se exponen algunas otras referencias, donde igualmente se cita la

frecuencia de taeniosis tanto en México como en Guatemala,
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La prevalencia de taeniosis tanto en México como en Guatemala, segn los datos de
la tabla [, oscila alrededor del 1.3%. Para la micrscopia los métodos mas comunmente
usados son los de concentracion: Ritchie y Faust. El numero de muestras por persona en los
casos revisados fue de una sola, lo que tiende a bajar la sensibilidad para el estudio
microscopico, como ya sabemos, la fiberacion de huevos son intermitentemente liberados de
los proglétidos y no se dispersan uniformemente en las heces (11).

Sarti y cols., han realizado varios estudios de prevalencia de taeniosis, asi como la
evaluacion de los factores de riesgo involucrados. En 1994 llevaron a cabo un estudio
epidemiologico de 7. solium y cisticercosis en una poblacion rural en el estado de
Michoacan. De 828 personas examinadas se encontro una frecuencia de taeniosis del 0.2%,
se administro prazicuantél a 36 personas que reportaron expulsion de proglétidos,
encontrando estrobilos de Tuenia en 3 especimenes recolectados después del tratamiento,
identificando a uno de ellos como I. sofim y los otros 2 no eran adeucados para la
identificacién de especie. Los factores de riesgo para la taeniosis fueron la expulsion de
proglotidos y la ingestion de carne de cerdo insuficientemente cocida (11).

De igual forma en 1997 (13) se reporté un estudio realizado en Chalcatzingo, una
comunidad rural del estado de Morelos, este trabajo se disefié para evaluar la educacion de
la salud como una estrategia para la prevencion de la taeniosis-cisticercosis. Al final de la
aplicacion de esta estrategia que durd aproximadamente 2 afios, se concluyd que la
prevalencia de taeniosis en humanos no mostré cambios significativos tanto por microscopia
como por coproantigeno, en contraste la prevalencia de cisticercosis en los cerdos
disminuyd significativamente.

Como podemos observar en la tabla 11, en la década de los noventas surge el ELISA
para el diagnostico de coproantigenos de Taenia sp., el cual se ha usado exitosamente por
su alta sensibilidad y especificidad para estudios epidemiologicos de campo (10, 12, 13).

£l desarrollo del coproantigeno para taeniosis es un método alternativo para el
diagnostico de esta parasitosis, estudios preliminares en el uso de esta técnica en México
han informado !a alta sensibilidad en el diagnositco en comparacion con la deteccion de

huevos (13).




CAPITULO 3
3. BIOLOGIA DE TAENIOSIS

3.t Definicion

La taeniosis es una parasitosis causada por céstodos del género faenia (Taenia
solium y Taenia saginaiaj, cuyos adultos se desarrolian en el hombre provocando esta
parasitosis, mientras que los estados larvales se desarrollan en vacunos y cerdos, actuando

este caso el hombre como hospedero intermediario accidental.

3.2 Qlasificacién taxondémica

PHYLUM Platyhelminthes
CLASE Cestoidea
SUBCLASE Eucestoda
ORDEN Cyclophylidae
FAMILIA Taeniidae
GENERO Taenia
ESPECIE Taenia sofium (Linnaeus, 1758).

3.3 Generalidades sobre céstodos

Fueron los primeros endoparasitos conocidos por el hombre {generalmente de gran
talla y visibles a simple vista). Son gusanos metazoarios, en forma de cinta, aplanados. con
simetria bilateral, sin cavidad celoémica y sus organos internos se encuentran entre tejido
conectivo parenquimatoso. La mayoria son hermafroditas con el cuerpo segmentado, se les
clasifica en las Cestoidea y Trematoda.

Los miembros de la clase Cestoidea, que son exclusivamente parasitos, se
caracterizan por ser hermafroditas cuando adultos, estan cubiertos por una capa sincicial
“cuticula de céstodos y trematodos”, la cual es una envoltura citoplasmatica continua, que

tiene salientes (microvellosidades o microtriquias) las cuales proporcionan al parasito una
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superficie de absorcion y secrecion mucho mayor; en su interior presentan mitocondrias,
vacuolas, cuerpos de inclusion, enzimas y proyecciones hacia el interior en donde esta el
citoplasma nucleado situado en el parénquima cercano a las capas musculares. Los céstodos

se constituyen fundamentalmente por cabeza, cuello y estrobilo. En la porcion anterior de

estos gusanos, se encuentra la cabeza o escolex de dimensiones variables, pero generalmente

" de tamafio de una cabeza de alfiler, en éste se localizan los organos de fijacion, los cuales
pueden ser de distinta indole y morfologia. Para los parasitos humanos son de los siguientes
tipos: ventosas que se disponen por pares, ovaladas o circulares, en forma de copa,
musculares; ganchos, de una sola dimension o de tamafio variables, como en el caso de
Taenia solinm (que tiene ganchos chicos y grandes). Tanto ¢l escolex como el cuello
representa en las personas infectadas al parasito completo, ya que mientras no sean
eliminadas estas estructuras aunque hayan salido varios metros de cadena estrobilar de un
paciente, después de un tiempo volveran a regenerarse los proglétidos.

A partir de la porcion distal del cuellos y por gemacion intensa, se empiezan a
producir divisiones que daran origen a los proglotidos. A medida que transcurre ¢l tiempo,
los proglotidos sufren diferenciacion y se transforman de inmadures, los mas cercanos al
cuello, a maduros de localizacion intermedia en la cadena estrobilar y gravidos localizados
hacia la porcién distal de la cadena. Los progldtidos inmaduros, son mas pequefios que los
otros, apenas se empiezan a formar en su interior los organos sexuales. Los proglotidos
maduros con talla mayor ya en su interior se encuentra formado un juego completo (a veces
mias) de éganos sexuales masculino y femenino con lo que cada proglétido es hermafrodita.
Los progiotidos gravidos son los mas alejados del escélex, los mas grandes y anchos, en los
que se ha realizado la fecundacion y se han reducido o atrofiado considerablemente los
organos genitales, pero ahora el dtero se ha desarrollado y estara repleto de huevos, El
tamafio y nimero de ramas uterinas sirve de caracter taxonomico para diferenciar sobre todo
a especies del género Taenia. El nimero de proglotidos y tamafio de los mismos es muy
variable de acuerdo con el género y especie de céstodo de que se trate.

El gusano adulto se fija a la mucosa intestinal (intestino delgado en el caso de 7.
solium, T. saginata), mediante e} escolex que puede estar armado (con panchos) o sin

ganchos, y asi el escdlex sole le sirve al céstodo como oOrgano de fijacion y no para
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alimentarse, ya que no esta conectado con el aparato digestivo del cual carecen los céstodos.
La alimentacion la realizan a través de la cuticula, que desempefia la funcion de absorcion de
los metabolitos que utiliza el gusano. La funcion de excrecion la realizan mediante células en
llama o flama (soloencitos) al igual que los trematodos y el cual es un sistema excretor
primitivo cuya unidad es la célula en llama, con su canal colector lleno de cilios, los que al
unirse forman tubos colectores que se vacian a través de una vejiga terminal. El sistema
nervioso de los céstodos se encuantra principaimente localizado en el escolex y consiste de
un conjunto de ganglios conectados entre si por comisuras conectantes y terminaciones
nerviosas sensoriales o motoras. Una serie de nervios se extienden hacia la porcion distal del
gusano, recorriendo los proglétidos lateralmente y uniéndose por comisuras en la porcion:
anterior de los progiotidos. Estas inervaciones le dan una coordinacion limitada a toda la
cadena estrobilar.

En los proglotidos maduros, el 6rgano reproductor masculino estd formado por
testiculos que son en nimero reducido o abundantes (segun el género), de los cuales salen
pequeiios vasos eferente que se unen para formar el conducto deferente que en su porcion
terminal se ensancha para formar la vesicula seminal que se extiende hasta el cirro, 6rgano
muscular protractil (con funciones de pene). El cirro se abre en la parte anterior de la vagina
en una atrio genital comun.

Los organos genitales femeninos estin formados por la vagina, el ovario
generalmente bilobular. Los huevos descargan en el oviducto que se une al conducto
espermatico del receptaculo seminal, los dos forman un conducte que llega hasta el gotipo

donde se forma el huevo. Tiene glandulas  vitelinas  con ¢élulas vitelogenas llenas de

corpusculo vitelino, estan distribuidas en masas compactas o difusas coma foliculos por

todo el proglétido. A través del coducto vitelino descargan las celulas vitelogenas liberadas
hacia el ootipo y que posteriormente formaran parte del huevo. En alguna especie se
encuentran fas glandulas de Mehlis que secretan sustancias lubricantes. De la superficie
anterior del ootipo se extiende el utero como un tubo central de forma variable (4).

Los huevos que rellenan el (tero son microscopicos, de 40 a 45 micrones de
diametro, de forma esférica o levemente eliptica. Poseen una corteza gruesa, radiada, de

color café pardusco. Contienen un embrion provisto de 6 ganchos refringentes, el embrion




hexacanto u oncosfera, ordenados en haz. Dentro del (tero cada huevo esta rodeado por
una delgada capsula ovigera de proteccion, o embrioforo. Los huevos salen al exterior
dentro del margen anterior de las proglotidas gravidas. El vaciamiento es ayudado por los
movimientos de la proglétida. Por esta razon, los huevos pueden ser hallados al examinar las
heces de los pacientes con taeniosis. Sin embargo, Ssu aspecto €s tan similar en ambas
especies que, con Jas técnicas habituales, resulta dificil diferenciarlos. Asi, por lo general el
informe de laboratorio solo indica presencia de huevos de Taenia sp, pero sin precisar cual

de las dos especies se trata (2).

3.4 Morfologia de Taenia solium

T solinm, “taenia del cerdo” o “taenia armada” mide de 3 a 5 metros de longitud; su
escolex es mis pequefio, de 0.5 - 1 mm de diametro, de aspecto piriforme porque, ademas
de 4 ventosas acetabulares, posee una doble corona de ganchos inserta en una eminencia
apical, el rostefo: alli su nombre de “solium™ o “armada”. El estrobilo esta formado por
alrededor de 800 - 900 proglétidos, mas pequefios (0.6-0.8 cm. de largo por 0.5 cm de
ancho). Cada proglotida es una unidad reproductora independiente completa, hermafrodita,
provista de sistema genital masculino y femenino, cuyos conductos terminales se unen en el
poro genital, ubicado en el borde lateral de cada proglotida. Se ha dicho que en T. sofinm la
distribucién de los poros genitales seria regular, a derecha e izquierda, en progldtidas
contiguas; esto no es un criterio seguro. Sin embargo, la fecundacion no se realiza en la
misma proglétida, sino que entre segmentos proximos. Una vez ocurrida la fecundacion, los
6rganos masculinos involucionan y la proglotida es ocupada casi por completo por el
desasrollo del Utero, que se alarga y ramifica, repletindose de huevos, este Gtero aparece
como un tubulo o vastago longitudinal, ubicado al centro de la proglétida, del cual se
desprenden ramificaciones laterales, menos de 12 ramificaciones uterinas primarias a cada
lado del vastago central (2).

E1 habitat del verme es la porcion proximal del yeyuno. Su vida es prolongada, ain
mas de 25 afios. La alimentacion la obtiene del contenido intestinal. Los progiotidos
terminales, gravidos, moviles se separan de tiempo en tiempo del estrébilo, en grupos de

cinco a seis La proglotide gravida libera alrededor de 30 000 a 50 000 huevos al romperse,




13

antes de abandonar el huésped o después de hacerlo. No requieren maduracion en el
ambiente externo y, por otra parte pueden permanecer viables por varios meses, si hay

humedad, sombra y temperatura ambiental adecuadas (1).

3.5 Ciclo de vida de Taenia solium

En el ciclo de transmision, los humanos adquieren la infeccion intestinal por la
ingestion de carne de puerco insuficientemente cocida infectada con cisticercos de 1. soliun.
El parasito evagina en el intestino y se adhiere por medio del escolex a la pared del intestino
delgado, donde madura a parasito adulto, generaimente en un periodo de 2 a 3 meses. Los
segmentos terminales o progldtidos del parasito adulto contienen aproximadamente 50 000
huevos cada uno, los cuales son liberados intermitentemente en las heces. El hospedero
intemediario, normaimente el cerdo, se infecta por la ingestion de huevos en las heces
humanas. Los huevos se activan por la accion del jugo gastrico y fluidos intestinales. El
embridn exacanto también llamado oncosfera, escapa del huevo, penetra en la mucosa
intestinal y migra por via hematdgena a iravés del cuerpo del huésﬁed intermediario. La
larva naciente se aloja en los tejidos, especialmente en los misculos, y en un periodo de 3
semanas a 2 meses, crece y madura dentro de un cisticerco. El ciclo de vida se completa
cuando ¢l humano consume came de puerco insuficientemente cocida conteniendo los
cisticercos (14). El cisticerco son vesiculas ovoidales o casi esféricas, de color blanco
lechoso, con una pequefia cabeza invaginada en un lado dentro de la vesicula, miden

aproximadamente 5 mm de largo por 8 a 10 mm de ancho (7).

3.6 Morfologia de Taenia saginata

Se caracteriza por tener un escolex sin rostelo y sin ganchos rostelares. Los gusanos
adultos viven con las cabezas insertas en la mucosa del intestino delgado y son
considerablemente mas largos que 7. solium, debido al mayor nimero de progidtides
desarrolladas y a! mayor longitud de las proglotides gravidas. En condiciones favorables
pueden tener una fongitud de 25 m o mas, pero generalmente no miden mas de 3.5 a 4.45 m,
y poseen de 1.000 a 2.000 proglétides. La cabeza es cuadrada en seccion transversal, con un

diametro de 1,5 a 2 mm, y esta provista de 4 ventosas semiesféricas de 0,7 a 0,8 mm de
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diametro, situadas en los cuatro angulos de la cabeza, los cuales sirven como organos de
fijacion. La region apical es algo concava y pigmentada superficialmente. El cuello no es
mayor que la mitad del ancho de la cabeza y varias veces mas largo. Le siguen la serie
habitual de proglotides inmadurars, maduras y gravidas. Las proglotides maduras son un
poco mas anchas que largas (anchura maxima, 12 mm) y las grévidas son considerablemente
mas angosta y largas (de 5 a 7 mm de ancho y 20 mm de largo). Los organos genitales en
las proglotides maduras tienen en general el mismo aspecto que los de T. solium, pero
difieren notablemente en que poseen el doble de testiculos (de 300 a 400) y carecen de
iobulo ovarico accesorio. En las proglétides gravidas, que se localizan en la quinta parte mas
distal del gusano, el utero tiene de 15 a 20 ramas laterales principales (18 de promedio), io
cual es especifico para el diagnéstico (7). El ltero gravido contiene alrededor de 100 000
huevos. Los huevos de color amarillo parduzco no se pueden distinguir de los de I. solium
(1)

3.7 Ciclo de vida de Taenia seginata

Cuando los huevos maduros son ingeridos por el gando vacuno y llegan hasta el
duodeno, eclosionan, se liberan las oncosferas y penetran la pared intestinal, llegan a las
vénulas mesentéricas o linfaticas y son arrastrados por la circulacion hasta que se infiltran en
los musculos estriados, particularmente los musculos ptergoideos, los de la region del filete
y el miocardio, en donde en €l término de 60 a 75 dias, evolucionan a la forma de larva
vesicular {Cysticercus bovis), 1a cual, como el gusano adulto, se caracteriza por tener el
escélex inerme. Los cisticercos maduros son de forma ovoide, de coler blanco, lechoso
opalescente, y miden de 7,5 a 10 mm de ancho por 4 a 6 mm de largo. Ademas del ganado
vacuno, el bufalo, la jirafa y la llama han sido sefialado como hospederos intermediarios, y
los chivos y borregos como hospederos intermediarios experimentales de este cisticerco. Al
ingerir la camne parasitada, el hombre, que es el (nico hospedero defmitivo, se infecta
después de un periodo de incubacion de 10 2 12 semanas. Aunque la infeccion por 1.
.s‘aginatd es producida generalmente por un solo gusano, a veces muchos de ellos, hasta una

docena o mas, pueden desarrollarse simultaneamente (7).




En la tabla I11 se presentan los aspectos comunes y diferenciales de las taeniosis.

TABLA [H
Aspectos comunes y diferenciales de
las taemiosis

T. saginata T. solium
'Famafo (metros) 5-8 3-5
Total prqglétidos 1000-2000 800-900
Escolex
Forma Cuadranagular Piriforme
Tamaiio (mm} 1-2 0.5-1
Ventosas 4 4
Corona de ganchos Ausente Doble, inserta en un
rostelo
Progiétidas
Ramificaciones uterinas >12 <12
primarias
Huevos Iguales
Esféricos, 30-40 micrones, corteza radiada,
color café parduzco.
Contienen embrion hexacanto.
‘| Huésped definitivo Hombre Hombre

Huesped deftnitivo

intermediario Vacuno Cerdo (Hombre)

Fuente: Atias y cols. 1984 (2).

3.8 Aspectos clinicos de las taeniosis

E! cuadro clinico de la taeniosis es en general asintomatico, pudiéndose presentar
nerviosismo (en muy pocos casos), insominio, anorexia o bulimia, pérdida de peso y
trastornos abdominales (3). Adn cuando es frecuentemente asintomatica, el sujeto parasitado
puede sentir el paso de las proglotidas moviles a través del ano, o haber observado su
presenica en la materia fecal. La shboclusién intestinal ha sido una manifestacion rara, y s¢
han conocido casos de colecistitis o apendicitis por penetracion activa del céstodo a la

vesiculd biliar o al apéndice, (15}




3.9 Diagnostico de taeniosis

El diagnostico de las parasitosis intestinales en los laboratorios clinicos generalmente
es por observacion del parasito en sus diferentes estadios de desarrollo segin la técnica
empleada, las cuales resultan en ocasiones ineficaces porque es muy baja la probabilidad de
encontrar al parasitc en el periodo prepatente, por lo que se recomienda hacer estudios
coproparasitoscopicos seriados. La sensibilidad maxima alcanzada oscila entre el 50-70%
(16, 17). E! procedimiento para la observacion del adulto de Taenia saginata o Taenia
solium se realiza normatmente por la deteccion de proglotidos en heces, concentracion de
stoll o raspado perianal. Sin embargo solo se presentan esporadicamente y no se facilita el
diagnostico en el periodo prepatente. Ademas el problema aumenta porque los huevos de las
dos especies son morfologicamente similares en ¢l estudio en microscopio de luz, mientras
que solo los de 7. sofium son infectivos para el hombre causando potencialmente
neurocisticercosis (18).

En los ultimos afios ha habido un gran avance en el desarrollo de pruebas
inmunologicas sensibles y especificas para el diagnostico de agentes infecciosos, como son
las pruebas inmunoabsorbentes ligadas a enzimas (ELISA), que se han usado ampliamente
tanto para la deteccion de antigenos como de anticuerpos en diferentes fluidos del
organismo (19), La deteccion de antigenos de parasitos intestinales por medio del ELISA se
logté a finales de la década de los setentas.

En lo que se refiere al inmunodiagnéstico de taeniosis, en 1990 se desarrolid un
ELISA para coproantigeno de Taenia sp (18), este ensayo se baso en un antisuero policlonal
de conejo contra extractos de proglétidos de Taenia sofium o Taenia saginata. Se
desarrollé la taeniosis en el hamster dorado inmunosuprimido, los niveles del antigeno en sus
heces se incrementaron rapidamente a los 5 dias post-infeccién; no hubo reaccion cruzada de
roedores infectados con Hymenolepis diminuia, H. citelli, H. microstoma, Necator
americanus, Strongyloides ratii o Nematospiroides dubius, Se evalud y estandarizo el
ensayo para muestras humanas, no se presentaron falsos positivos con infecciones de otros
céstodos o nematodos, sin embargo huba reaccion cruzada para 1. solium y 1. saginata. En

cuanto a la sensibilidad de la prueba, el ELISA para T. solinm detectd 35 ng/ml de antigeno
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en heces humanas y 75 ng/ml en sobrenadantes fecales de hamster. Despues de la
administracion de Niclosamida en pacientes positives a taeniosis, ¢l ELISA resultd negativo
alos 6 dias post-tratamiento. La deteccion de taeniosis humana por coproantigenos ELISA
en la ausencia de huevos en heces ha representado un grande avance en el diagnostico.

En el articulo publicado del ELISA para la deteccion de antigenos solubles de Taenia
saginata en heces de humanos infectados (21), se usd un anticuerpo policlonal punficado
obtenido de conejos hiperinmunizados con antigenos de excrecidn-secrecion derivados de 7.
saginata mantenidas in vitro. La especificidad del ensayo fue del 95% con muestras de 100
personas con Ascaris Iumbricoides, Trichuris frichinra, Fmterobius vermicualaris o
Hymenolepis nana y a quienes no s¢ les habia detectado helmintos. De 23 personas
infectadas con T. saginata, en 17 de elias se detectaron huevos de Taenmia (pre-
tratamiento), correspondientes a un 74% y el coproantigeno para 7. saginata fue positivo en
20 especimenes (87%). La sensibilidad alcanzada fue de 140 ng/ml. Post-tratamiento
revelaron una alta concentracion de 7. saginata por coproantigeno 1-4 dias después de la
administracion de niclosamida o praziquantel, y valores negativos 9-17 dias despues del
tratamiento.

Desde estos trabajos y hasta la actualidad, se ha usado y perfeccionado la técnica
ELISA en México y Guatemala para llevar a cabo estudios epidemiologicos de taeniosis
humana con buenos resultados (Allan y cols. 1996) (12). Recientemente se han realizado
publicaciones de andlisis inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) para detectar
antigenos (coproantigenos) (22, 18, 23, 10).

Estos reportes han indicado que tales pruebas basadas en ¢l antisuero policlonal de
congjo contra productos del helminto, es una prueba mas sensible que la microscopia,
detecta infecciones durante el pericdo prepatente y muestra resultados que llegan a ser
notablemente negativos después de un tratamiento exitoso de la infeccion.

Se han desarrollado varias técnicas moleculares para la diferenciacion especifica de
las taenias. Recientemente se han aislado y caracterizado sondas especificas de DNA de 1.
solium y 1. saginata para su uso en la deteccion de huevos, encontrando una alta

sensibilidad y especificidad en el ensayo. Con este tipo de metodologias moleculares se hace
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la diferenciacion en una cantidad muy pequefia de material, pero todavia no se ha informado

su uso para estudios de campo (24).

3.10 Tratamiento de la taeniosis

El tratamiento de la taeniosis se realiza totalmente con medicamentos de un alto
indice de efectividad terapeitica, como el Prazicuantel, que en diversos estudios ha
mostrado porcentajes de efectividad del 85-100%, en dosificaciones que van de 5-30
mg/kilo/peso/dia en diferentes esquemas de dosificacion diaria de 1-3 dias, el esquema
mayor tolerado y con mayor eficacia de actividad terapeutica reportado en varias series es
10mg/K g/peso/dia, dosis unica con un 95-100% de porcentaje de efectividad.

Como medicamentos alternativos, se ha utilizado 1a Niclosamida con porcentajes de
efectividad aceptables, sin embargo en nuestro pais ya no se encuentra disponible como sal
pura.

El Albendazol y Mebendazol provocan la eliminacion de la cadena estrobilar, no
garantizan la ¢liminacion de los escélex, por lo que no se consideran medicamentos de
eleccion.

En la actualidad la droga de eleccion es el Prazicuantel, tanto para la taeniosis como

para otra cestodiosis como es la himenolepiosis (25).

3.11 Prevencion y control

La prevencion y control de la taeniosis-cisticercosis se fundamenta no solo en el
conocimiento preciso del ciclo biologico, los mecanismos de transmision y la historia natural
de la infeccion parasitaria, sino también en el estudio de las costumbres culinarias, la cultura
higiénica, las creencias y la organizacion social de los grupos humanos parasitados en grado
diverso, por ello, se requiere investigar la distribucion y dinamica de la (aeniosis en la
poblacion humana y de la cisticercosis en el ganado porcino, los bovinos, los perros y los
humanos. a fin de cuantificar las variables del agente, el huésped, ¢! reservorio y del medio
ambiente (15).

Actualmente se desarrollé un estudio en una comunidad rural en Meéxico

concerniente al desarrollo y evaluacién de la educacion en la salud contra T. solium. En las




comunidades rurales por lo general se tiene una completa ignorancia de la taeniosis-
cisticercosis en humanos. Esta estrategia tuvo una duracion aproximadamente de 2 afios, se
elaboraron cuestionarios, se usaron posters, folletos y videos, se enfatizo principalmente en
el ciclo de vida y factores de riesgo para adquirir esta parasitosis, asi mismo se recolectaron
muestras de materia fecal antes y después de la intervencion para procesarlas por
coproantigeno para Taewia sp (18) y por sedimientacion para la busqueda de huevos,
también se hizo un rastreo en los cerdos para el diagnostico de cisticercosis, por inspeccion
visual y por la deteccion de anticuerpos especificos en suero en un ensayo de inmunoblot.
Los cuestionarios se aplicaron antes de la explicacion de la enfermedad, inmediatamente
después que se educod a la comunidad y finalmente después del transcurso de 6 meses.
Estadisticamente resulto significante el progreso en la poblacion en cuanto al conocimiento
del parasito, su ciclo de vida, y como es adquirida por el humano. La prevalencia de
cisticercosis en los cerdos al inicio de la campafia era de 2.6% y 5.2% por examen lingual v
deteccion de anticuerpos (inmunoblot), respectivamente y aproximadamente un afio después
de la intervencién fué de 0% y 1.2%. La prevalencia de taeniosis én humanos no mostro
cambios significativos, antes de la intervencion la frecuencia era de 0.8% por coproantigeno
y 0.1 por microscopia, al final de! estudio resulté de 0.5% y 0.1% repectivamente. En este
estudio se concluye que la educacion sobre la salud es una estrategia efectiva para fimitar la
transmision de 7. solium, asi como el diagnostico de laboratorio en la evaluacion de las
camparias para el control de la cisticercosis ofrece una posibilidad para el desarrollo de
acciones preventivas. El trabajo futuro deberia estar dirigido a la comparacion de costo a
largo tiempo para proponer varias estrategias efectivas de control (13).

La erradicacion de la taeniosis-cisticercosis es posible como se demuenstra en paises
que fueron reas endémicas tempranas en este siglo y ahora estan libres de esta enfermedad.
La enfermedad desaparece con la implementacion de un apropiado saneamiento ambiental y
mejores condiciones socioculturales. La principal medida para la prevencion de la
cisticercosis son la apropiada disposicion de los desechos humanos, tratamiento del agua
contaminada con heces humanas antes de que esta se use en la irrigacion de cultivos
vegetales, apropiado coccion de la carne de puerco, educacion pablica sobre el ciclo de vida

de T. solium, y sanidad en la cria de cerdos. En dreas endémicas es importante tomar la
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medida del congelamiento doméstico y/o industrial de la carne de puerco por medio de
métodos efectivos. Una posibilidad a futuro para el control de la cisticercosis deberia ser una
vacuna producida por técnicas de biologia molecular, sin embargo esta es la alternativa mas

costosa que las medidas arriba mencionadas sin embargo aun es incierta (26).
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CAPITULO 4

4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En America Latina el problema del parasitismo es muy importante y el de las
parasitosis intstinales, en particular enorme, ya que las encuestras epidemiologicas realizadas
por distintos autores de los paises latinoamericanos asi lo sefialan, tanto de las protozoosis
como de las helmintiasis, encontrandose con frecuencia poliparasitismo en un mismo
individuo, con afectacién principal de los pre-escolares y escolares.

La tacniosis es una parasitosis que prevalece actualmente en paises en vias de
desarrollo, causando consecuencias tan graves como la neurocisticercosis, debido a ello la
Direccion General de Medicina Preventiva puso en practica ¢l Proyecto de Norma Oficial
Mexicana NOM-021-SSA2-1994, para la vigilancia, prevencion y control del complejo
taeniosis-cisticercosis en el primer nivel de atencion médica. Asi mismo desde hace varios
afios, se han implementado muchos programas de salud, administrando tratamientos sin
costo alguno en comunidades rurales, Se han implementado técnicas sensibles y especificas
para ¢l diagnéstico, todo con el fin de promover y erradicar esta enfermedad. De aqui la
importancia de proponer mecanismos de coordinacion de los investigadores de los Institutos
Nacionales de Salud para contribuir en la investigacion de esta area, debido a que se carece
de informacion suficiente acerca de la frecuencia de taeniosis en pacientes pediatricos, asi
como del comportamiento de la cestodiasis durante los Gltimo afios. En el presente trabajo
se tomo como base un hospital de Jer nivel como es el Instituto Nacional de Pediatria (INP)

donde se concentran pacientes de diversos puntos del pais.
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OBJETIVOS

4.1 Objetivo General
Evaluar la frecuencia de taeniosis en los nifios que acuden al Instituto Nacional de

Pediatria, en un estudio prospectivo y retrospectivo.

4.2 Objetivo Especificos

o Realizar una revisién retrospectiva de los casos de taeniosis en el INP en ¢l periodo de
1975 - 1995.

e Determinar la frecuencia de taeniosis en los nifios que acuden a la consulta externa del
INP.

o Evaluar la necesidad de implementacion de la técnica de coproantigeno de rutina para

deteccion de 7aenia sp. en el INP.

4.3 HIPOTESIS
Desde hace mas de 20 afios se han realizado estudios y estrategias dirigidas a la
prevencion y erradicacion de la taeniosis que han repercutido en un descenso en l2

frecuencia de esta parasitosis.
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ESQUEMA GENERAL DE TESIS

(Es frecuente la taeniosis en los nifios que acuden al
Instituto Nacional de Pediatria?

. Recolectar las muestras de nifios
que acuden al la consulta externa
en un periodo de 2 meses.

2. Revision retrospectiva de los casos
de taeniosis de 1975 a 1995 en el
Servicio de Parasitologia.

e Realizar CPS por concentracion
Realizar coproantigeno para Taenia sp.

Reportar los casos de taeniosis
en cada afio del periodo de
tiempo establecido.

Identificar a los nifios positivos a
parasitosis.
Establecer la frecuencia de taeniosis

Establecer la frecuencia de
taeniosis que se estima
ara el INP.

o Evaluar si existe una disminucién significativa de taeniosis en la poblacién que acude al
Instituto Nacional de Pediatria
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CAPITULO 5

5. MATERIAL Y METODOS (Estudio Prospectivo)

5.1 Clasificacién de 1a investigacion

La investigacion se clasifica en observacional-prospectiva-transversal

5.2 Descripcion de la poblacion

La consulta externa del Instituto Naciona! de Pediatria recibe alrededor de 40 nifios
diarios de lunes a viernes, de edades de 0 a 16 afios. Como Hospital de tercer nivel, a cada
nifio que llega por primera vez se le realiza una valoraciéon médica previa, si el paciente
requiere canalizarse a una especialidad en particular se tramita su apertura de expediante, en
donde trabajo social se encarga de realizar el estudio socioeconomico del nifio. Las
especialidades con las que se cuenta en la consulta externa son: Foniatria, Dermatologia,
Ginecologia, Oftalmologia, Alergia, Neurologia, Gastroenterologia, Genética, etc, a ellas

llegan nifios de cualquier punto del pais, asi como pactentes remitidos de otras instituciones.

5.3 Determinacion del tamaiio de la muestra

Segun datos de la tabla !, donde se muestra la frecuencia de taeniosis en nifios, Ja
media que se manejo en diversos estudios fue alrededor de 210 personas, dato que se tomo
en cuenta para llevar a cabo el trabajo de investigacion en el INP.

Se entrevisto el 22% de la poblacion que acude a fa consulta externa del INP, segin
datos recabados del Servicio de Trabajo Social ; el total de la muestra fue de 294 nifios de
edades entre 5 dias de nacidos y 15 afios. La seleccion de estos individuos se realizd en
forma aleatoria, se tomaron al azar las hojas de consulta de los nifios que acudieron por

diversos padecimientos del 15 de septiembre al 14 de noviembre de 1997.
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5.4 Metodologia

Se informo a la Jefa de la Consulta Externa de! estudio a realizar en el Servicio de
Parasitologia del Instituto. Se acudié a hacer las entrevistas del 15 de septiembre al 14 de
noviembre de 1997, exceptuando sabados y domingos. A cada padre de cada mifio se le
explico la metodologia del estudio asi como el beneficio para el paciente, finalmente si el
padre de farﬁilia estaba de acuerdo firmaba una carta de consentimiento informado (anexo 1)
y se le entregaban la instrucciones y el material para la recoleccion de una muestra de
materia fecal de cada nifio; dicho material consistié en un palillo de madera, un frasco de
antibiético vacio de tapon de hule de 5m! de capacidad, etiquetado con el nombre del nifio,
una requisicién de parasitologia especificande nuevamente el nombre, edad y fecha de
recoleccion de la muestra; las instrucciones se anexaron a la requisicion recalcando
principalmente la inmediata congelacion de la muestra después de su recoleccion, hasta el
dia de su entrega al laboratorio.

En el laboratorio de parasitologia del Instituto, las muestras se conservaron a -20° C.
El total de muestras se procesaron por microscopia mediante la técnica de Ritchie (27}, éste
método se usa para huevos, quistes y larvas, elimina bastantes detritus organicos con el
éter, y con el formol mantiene la integridad de las formas- parasitarias que concentra. A la
par las muestras se analizaron por la técnica de coproantigeno para Taenia sp., segin Allan
y cols. 1990 (18); el principio de esta técnica estd basado en un ELISA de captura con
doble anticuerpo policional, et cual detecta antigenos de Taenia en heces, el ensayo presenta
una sensibilidad del 100% y especificidad del 94.5 (28), razon por la cual se trabajo con una
sola muestra, debido a que el coproantigeno es una técnica altamente sensible y especifica

que descarta posibles errores en la microscopia.

5.4.1 Coproantigeno
El principio esta basado sobre el hecho de que parasitos intestinales mientras residen
en el intestino continuamente liberan productos dentro de! lumen intestinal, estos materiales

pueden ser productos de excrecién-secrecion o componentes somaticos, va sea del parasito

vivo ¢ parasitos muertos en degeneracidn. Estos productos pueden ser especificos para el

diagnostico en la deteccion del antigeno (20).
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5.4.2 Coproantigeno para Taenia sp (28)
1. Obtencion de cisticercos de T. solium.

Los cisticercos de 7. solinm se extrajeron por diseccion del masculo esquelético de
cerdos Cisticercosos.

2. Reproduccion de la taeniosis por 7. sofium en el hamster dorado.

Los hamster fueron previamente desparasitados con mebendazol y prazicuantel,
posteriormente se infectaron por via oral con 5 u 8 cisticercos de 7. soffum, a continuacion
se les aplico una dosis de 4 mg de acetato de metil prednisclona por animal por via
intramuscular para la inmunosupresién,

3. Obtencién del estadio adulto de T. sofium.

Los hamster se sacrificaron en camara letal con éter, se les extrajo el intestino
delgado, se abrio a todo lo largo para liberar las taenias y verificar que no estuviera
parasitado con otros géneros.

4. Preparacién det antigeno de 7. solium.

Las taeni.as adultas obtenidas del intestino delgado de los hamster, se lavaron 4 veces
en solucion salina 0.85%, se homogenizaron en solucion salina adicionada con fosfatos
(SSAF) conteniendo cloruro de potasio 3M durante 1 min. El extracto se mantuvo toda la
noche en agitacién ligera a 4'C; posteriormente se centrifugd a 2000 g durante 30 min a 4’
C. se dializé contra SSAF y se volvid a centrifugar a 24000 g durante una hora. El
sobrenadante se almacend a -20"C hasta su uso.

5. Inmunizacion a un conejo con el antigeno.

Se utilizo un conejo de Nueva Zelanda para inmunizarlo con el extracto crudo
antigénico de taenias adultas. Se realizaron 5 inmunizaciones cada 15 dias con 0.9 mg/ml del
antigeno adicionado con adyuvante completo de Freund,

6. Monitoreo del titulo de anticuerpos en el conejo.
Siete dias después de cada inmunizacion se obtuvieron 10 ml de sangre del conejo

para monitorear el titulo de anticuerpos.
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7. Obtencién de 1a 1gG de conejo anti- 1. solinm.

Se sacrifico al conejo para obtener el antisuero; la purificacién de la 1gG del suero se
realizo por cromatografia de afinidad en una columna de proteina A sefarosa. Un volumen
de la IgG se usé como captura y otro volumen se utilizo para marcarlo con peroxidasa.

8. Estandarizacion y evaluacion del ensayo inmunoenzitmatico para la deteccion de
coproantigenos de Tuenia sp. en el humano.

Para la estandarizacion del ELISA, se probaron tres concentraciénes del antigeno de
T sofium: 00, 1.0, 100, y 1000 ug/ml para realizar combinaciones con tres

concentraciones de 1gG de captura e 1gG marcada con peroxidasa: 10, 25 y 30 ug/ml.

5.4.3 ELISA* para la deteccién de antigenos de Taenia sp en heces

1. Acoplamiento del pri.mer anticuerpo a un soporte solido. Se usan placas de
microtitutacion de 96 pozos, pueden ser marca Costar (EIA/RIA), Maxisarp de Nunc o
Immunolén 4 de Dynatech, de fondo plano. Se diluye e! anticuerpo {IgG anti-7. solium)
en amortiguador de carbonatos pH 9.6 a la concentracion determinada; se cubre cada
pozo con 100 ul del anticuerpo por duplicado y se incuba toda la noche a 4°C. NOTA: la
concentracion del anticuerpo se determina mediante titulacion en el tipo de placa que se
usara en el ensayo.

2. Lavado de la placa. Se realizan cuatro lavados de los pozos con 200 ul de solucidn salina
amortiguadora de fosfatos, pH 7.2, adicionada con tween al 0.3% (es PBS-Tw 0.3%,).
durante cinco minutos cada vez.

3. Se agregan 200 ul de solucion salina amoniguador de fosfatos, pH 7.2, adicionada con
tween al 0.3% (PBS -Tw 0.3%), se incuba durante una hora a temperatura ambiente.
NOTA: para estandarizar la prueba se probo bloqueando con albimina sérica bovina y
leche descremada, pero se vio que el fondo de la placa aumentaba, por lo que se procedio
a no bloquear y hacer un lavado prolongado.

4. Adicion de la muestra problema. Antigeno en solucion o sobrenadante de muestras de
heces, se adicionan 50 ul/pozo de cada dilucion mas 50 ub/pozo de suero fetal bovino por
duplicado durante una hora a temperatura ambiente. NOTA: Las muestras de heces o el

antigeno se diluye en PBS-Tw 0.3%.
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5. Se repite el paso dos.

6. Adicion del segundo anticuerpo. El anticuerpo (IgG anti-7. sofium) marcado con
peroxidasa se diluye en PBS-Tw 0.3%, se adicionan 100 ul/pozo por duplicado y se
incuba durante una hora a temperatura ambiente.

7. Se repite el paso dos.

8. Adicion del sustrato. Como sustrato se emplea el acido 5-amino salicilico, se adicionan
100 ul/pozo y se incuba a temperatura ambiente durante 6-25 minutos (segun se haya
estandarizado).

9 Los valores de absorbencia se miden en un lector de ELISA a 450 nm de longitud de

onda.

e Controles empleados en la prueba Se adiciona una muestra de un paciente que tenga un
diagndstico negativo a taeniosis por varias pruebas coproparasitoscapicas. Como control
positivo puede adicionarse €l antigeno de 1. sofium a diferentes concentraciones ¢
agregar muestras de heces de personas con taeniosis.

o Dejar la hilera No. 1 para el blanco, al cual solo se le adiciona el sustrato.

* ELISA: Ensayo Inmunoabsorbente Ligado a Enzimas.

5.4.4 Procesamiento de muestras de heces para el ELISA

Con ¢l objeto de solubilizar los antigenos parasitarios presentes en las muesiras
individuales de excremento, se adiciona PBS-Tw 0.3% en una proporcion viv con respecto
a la cantidad de materia fecal que se va procesar (con una cantidad de 0.5 a 1 g de
excremento es suficiente para realizar el ensayo), posteriormente se homogeniza la materia
fecal y se somete a centrifugacion a 2500 rpm durante 25 minutos; si las muestras se
colocaron en tubos conicos de 1.5 ml, pueden centrifugarse los tubos a 12000 rpm durante
dos minutos. Posteriormente se recolecta el sobrenadante que puede emplearse directamente

en el ELISA o bien puede aimacenarse en congelacion a -20'C hasta el momento de su uso.




5.5 Analisis de datos

Los resultados del diagnostico obtenido del analisis coproparasitoscopico  se
capturaron por medio de una computadora para crear una base de datos, por medio de los
sistemas FOXPRO y EXCEL (anexo II). La prevalencia se obtuvo tomando como
numerador a los casos y denominador a la poblacion en riesgo, se multiplico por la constante
(K) 100 por lo que se traduce a porcentaje.

Se elaboraron tres graficos de los valores de absorbencia contra las concentraciones
de antigeno en las tres concentraciones de 1gG de captura 1gG marcada, con la finalidad de
seleccionar las concentraciones del 1° y 2° anticuerpo adecuados.

Para determinar el punto de corte, se tomaron del Servicio de Parasitologia del INP,
15 muestras de nifios libres de parasitos gastroentéricos comprobados por serie de 3 porel
método de Faust, para obtener el punto de corte, se sacd la media de las absorbencias
450nm (en la prueba de! coproantigeno) mas tres desviaciones estandar.

Se expuso la especificidad del coproantigeno graficando las absorbencias de los
diferentes parasitos de los pacientes y las absorbencias obtenidas de los controles positivos,

en base al punto de corte.
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CAPITULO 6
6, MATERIAL Y METODOS (Estudio retrospectivo)

6.1 Clasificacién de la investigacion

La investitgacion se clasifica en observacional-retrospectiva-transversal

6.2 Descripcion de la poblacidn

Para el desarrollo de la investigacion restrospectiva, se analiza a la poblacion que
acudio at Servicio de Parasitologia en los afios de 1975 a 1995, dicha poblacion de pacientes
tienen edades de O a 16 afios. En 1975 el instituto era denominado Hospital del Nifo IMAN
y mas tarde en 1977 Hospital del Nifio DIF, hasta consituirse en 1993 en Insituto Nacional
de Pediatria, que es un Organismo Publico Descentralizado, con personalidad juridica y
patrimonio propio, catalogado como tercer nivel de atencion. En esta trayectoria, el nimero
de pacientes que acuden y las caracteristicas de los mismos han ido cambiando. En sus
inicios, en la década de los 70°s como un hospital destinado a la atencion infantil, los
padecimientos principales eran de las vias respiratorias y gastrointestinales, para la década
de los 80's el gran avance permitid atender a padecimientos neoplasicos, congénitos,
neurologicos, cardiovasculares, renales, inmunologicos y genéticos; para la década de los
90’s el nimero de consultas disminuyé en un 50% debido a la instauracion de protocelos de
tercer nivel, aceptando Gnicamente a pacientes que por la complejidad de su problema asi lo

requiera, excepcion hecha de los casos de urgencias en los cuales la aceptacion es inmediata.

6.3 Metodologia _

Se reviso la relacion de examenes de laboratorio practicados en el Servicio de
Parasitologia del INP, desde 1975 a 1995. con la finalidad de obtener el nimero de los
mismos por afio, asi como el numero de pacientes a los que se diagnostico taenisos en dicho
periodo de tiempo. Posteriormente se analizaron los expedientes clinicos de los pacientes
que prevalecieron esta parasitosis, para obtener datos de edad, sexo, afho del diagndstico,

procedencia del nifio, sintomatologia y método empleado para ef diangostico.
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6.4 Analisis de datos

Los resultados obtenidos se analizaron en base a estadistica descriptiva. Se hizo una
agrupacion de los casos de taeniosis por cada afio de 1975 a 1995, para establecer la
frecuencia de esta parasitosis, asi mismo la determinacion del nimero de casos en cada uno
de los grupos de edad de estos nifios y el establecimiento del porcentaje que provino de zona
rural y urbana.

Se eiaboraron graficos para observar la frecuencia de taeniosis en diverosos puntos

de la Republica Mexicana a través de los afios.
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CAPITULO 7
7. RESULTADOS

7.1 Resultados de la microscopia

En la consulta externa del Instituto Nacional de Pediatria se entrevistaron 294
pacientes, por diversas razones solo 141 de ellos entregaron su muestra, de tos cuales 5 de
ellos no rotularon el vial, por lo tanto no se incluyeron en el estudio. El resultado del estudio
coproparasitoscopico, revelé 9.6% de prevalencia por algin tipo de parasito, {no se
encontré ningun caso de taeniois), mientras que la prevalencia para parasitos de caracter

patogeno fue de 5.8% (Tabla 1V).

TABLA IV
Distribucion por nimero de especies de parasitos en los nifios muestreados

de la consulta externa del INP.

Tipo de parasitacién No. de casos {%e)
No parasitados 123 90.4
Parasitacion inica 11 8.1
Parasitacién con dos especies 2 1.4

Tasa por 180 pacientes

Se encontraron tres especies de protozoarios y dos especies de helmintos. El
porcentaje por especie se presenta en la tabla V. El protozoario patégeno mas frecuente fue
Giardia lamblia y de los helmintos Ascaris lumbricoides, resultados que concuerdan con la

bibliografia revisada.
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TABLA V
Frecuencia de las especies de parésitos en los nifios muestreados de la

" consulta externa del INP.

Especies No. de casos (%)

Protozoarios )
Entamoeba coli 6 40.0
Giardia lamblia 3 200
Chilomastix mesnili i 6.7

Helmintos
Hymenolepis nana 1 6.7
Ascaris lumbricoides 4 26.7
Tasa por 100 pacientes
FIG. 1

Procedencia de los nifios muestreados

A. Zona urbana
B. Zona rural
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7.2 Resultados del coproantigeno para Taenia sp.

7.2.1 Estandarizacién del ELISA

Los vatores de absorbencia obtenidos al probar las diferentes concentraciones del
antigeno, asi como del primer y segundo anticuerpo se presentan en la tabla VI y figura 2.
En todas las combinaciones de anticuerpos usadas se observé una relacion directamente
proporcional entre la absorbencia y la concentracion del antigeno. En base a estos resultados
se decidio trabajar con 25 ug/ml tanto para la IgG de captura como la IgG marcada con

peroxidasa (figura 2).




TABLA V1

Valores de absorbencia obtenidos al probar diferentes concentraciones

Antigeno ug/ml

de anticuerpos y antigeno en el ELISA

Anticuerpo ug/ml
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"2 rr A

0 10 10 25 10 30
0.0 0.017 0,028 0.027
1.0 0.193 0.291 0.291
10.0 0.349 0.408 0.393
100.0 0382 0.404 0.398

1° 2° 2 e 2

25 10 25 25 25 30
0.0 0.0075 0.028 0.031
1.0 0.177 0279 0.262
10.0 0.327 0379 0354
100.0 0.355 0.396 0.364
0.0 0.016 0.035 0.031
1.0 0.180 0.278 0.297
10.0 0321 0.382 0.376
100.0 0.363 0.400 0.384




FIGURA 2
Estandarizacion del ELISA

10 ug/mi 1gG de captura

—o— Seriosi
—— Serise2
| —a— Seriesd
4] 1 10 100
ug/ml antigeno de Teanis salivm
25 ug/m IgG de captura
—t— Seresi
—8— Serms2
—afy— Series3

0 1 10 100
ugim|) antigeno de Tasnia sollion

30 ug/mi IgG de caplura

—a— Seriesi

0 1 10 100
ughnl antigeno de Taenia wolium

Serie 1. 10ug/ml de IgG marcada con peroxidasa
Serie 2. 25 ug/ml de IgG marcada con peroxidasa
Serie 3. 30 ug/ml de IgG marcada con peroxidasa
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7.2.2 Resultados del procesamiento de las muestras por coproantigeno.

Las 136 muestras analizadas por microscopia se trasladaron a ta Facultad de
Medicina de fa UNAM para ser procesadas por coproantigeno para [aemia sp.; de estas
muestras 4 correspondian a pacientes cisticercosos, per lo que a dos de ellos se analizaron

sus familiares por la misma técnica.

El resultado obtenido fue de 0% de frecuencia para taeniosis para los pacientes
muestreados asi como en los familiares de los cisticercosos, dato que concuerda con los

resultados de la microscopia.

7.2.3 Especificidad del ELISA para Taenia sp.
Como se aprecia en la tabla VI y figura 3 ¢l ELISA desarrollado no di6 reacciones

falsas positivas con ningun parasito que no pertenece al género Jaenia.




TABLA VI1

Especificidad del ELISA para T" solium en los

pacientes muestreados.

No. casos Absorbencia  Absorbencia Resultado
media desv. st. coproantigeno
Protozoarios
E. coli 6 0.060 0.016 Negativo
G. lamblia 3 0.068 0.010 Negativo
C h. mesnilii 1 0.079 - Negativo
Helmintos Negativo
H. nana 1 0.045 - Negativo
A. lumbricoides 4 0..052 0.017 Negativo
Controles
positivos
1 - 0.261 0.032 Positivo
2 - 0213 0.019 Positivo
3 - 0.223 0.028 Positivo
Pacientes sanos* 20 0.058 0.024 Negativo

Punto de corte: 0.128

* Se tomaron al azar las absorbencias de 20 pacientes sin parasitosis.

38
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FIGURA 3
Especificidad del ELISA para coproantigeno de Taenia sp.en los

pacientes muestreados con diferentes parasitosis

03
025 } .
§ 0z +
g 015 Pc
i 01 .
sl ¢ .« ®
0 ;
0 2 4 6 8
Pardsitos y controles positivos
1. E. coli
2. G. lamblia 6. Control positivo 1
3. Ch. mesnilii 7. Control positive 2
4. H. nana 8. Control positivo 3

5. A. lumbricoides

En base a los resultados anteriores, se puede afirmar que no hubo reacciones falsas
negativas o falsos positivos en los resultados del coproantigeno, en la tabla VIII se

esquematiza la sensibilidad y especificidad de una prueba serologica.
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TABLA VIII

Sensibilidad y especificidad de una prueba serologica

Resultado de la prueba Diagndstico enfermos Verdaderos sanos Totat
Positivo a b ath
Negativo c d c+d
Total ate b+d atb+cHd
Sensibilidad
Proporcion de enfermos que fueron positivos en la prueba.
a * 100 =
a+tec
Especificidad
Proprrcion de individuos sanos que fueron negativos a ia prueba
d * 100 =
b+d

7.3 Resultados de la revision retrospectiva para la identificacion de casos de taeniosis

Para llevar a cabo esta parte, se saco la estadistica del numero de examenes de
taboratorio practicados por afio en el Servicio de Parasitologia del INP desde 1975 a 1995

(Grafico 1)




GRAFICO 1
Numero de examenes de laboratorios practicados de 1975 al99s

Instituto Nacional de Pediatria

No. de examenea practicados

1975
1977
1979
198

1963

88 % 8
Afio

1993
1885
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Al llevar a cabo la revision de registros en el periodo de tiempo sefialado, se

reportaron 37 casos de taeniosos (Tabla§ IX)

TABLA IX
Reporte de los casos de taeniosis en el INP
1975-1995
Edad ¢n afios No. de casos Expulsién de Faust Grak d
parisitos

<1 1 0 1 1]
1 2 o 2 o
74 7 0 7 0
59 13 4 7 1
10-14 12 Q 6 0
1518 0 @ ] °
S % 2 PE i

Nota: un caso se diagnostico por el método de stoll.

De los 37 pacientes registrados para taeniosis, 19 correspondieron a la zona urbana, 13 a

zona rural y 5 se ignora, (Figura 4).
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Fig. 4
Procedencia de los pacientes registrados para taeniosis

14%

A. Zona urbana
B. Zona rural

C. Se ignora la procedencia

De los 37 casos reportados de taeniosis, especificamos en 29 de elios ¢l afio en que
tuvieron lugar, los otros 7 casos no se determiné este dato debido a que el registro
correspondia a epxedientes en filminas y la informacion no se presentd muy clara, pero es de

suponerse que estos pacientes corresponden a datos de hace mds de 10 afios.

El mayor niimero de caso de taeniosis se observa en la década de los 70’s, (grafico 2)
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GRAFICO 2
Nimero de casos de taeniosis de 1975 a 1995
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Los 37 pacientes reportados se localizaron en un total de 502,622 examenes
practicados de 1975-1995, lo que corresponde a una frecuencia general de 0.007%, esto se
traduce a su vez en 7.4 caso de taeniosis por cada 100,000 pacientes.

‘ En el grafico 3 se muestra el descenso en la frecuencia de taeniosis a través de los

dtos en el Instituto Nacional de Pediatria.
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GRAFICO 3

Frecuencia de taeniosis en el INP

5 8 8 B & 8
Aho

En el grfico 4 igualmente se muestra el descenso de la frecuencia de taeniosis en

diversos puntos de la Repiblica Meéxica de 1957 a 1997, (datos tomados de las tablas I y 11).

GRAFICO 4
Frecuencia de taeniosis reportados en diversos puntos dela
Republica Mexicana
1957-1997

Frecuencia (.%)

1957
1958 +
196
1968
1990
1903 |
1994
1997

§ 1974 |
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En el grifico 5 se representa una comparacion de las frecuencias de taeniosos
reportadas en diversas comunidades en las que se ha aplicado el coproantigeno y la
microscopia a la vez, de 1993 - 1997, tanto en México como en Guatemala (datos tomados
de a tabla ).

GRAFICO S
Frecuencia de taeniosos utilizando coproantigeno y microscopia en

diferentes comunidades rurales de México y Guatemala
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22 —m— Seriea2|
$
|

0 . »

1993 1953 1956 1997 1997

Afo

Serie 1. Diagnéstico por microscopia

Serie 2. Diagnostico por coproantigeno para Taenia sp.
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CAPITULO 8

8. DISCUSION

Los resultados de la microscopia del estudio prospectivo no reportaron casos de
laeniosis, en cambio muestran un 9.6% de parasitosis en los pacientes que acudieron a la
consuita externa en el periodo del 15 de septiembre al 14 de noviembre de 1997. De los
nifios parasitados con especies patogenas el mayor porcentaje fué para Ascaris lumbricoides
con un 26 7% (tabla V). En segundo término se encontrd a Giardia lamblia con un 20% de
frecuencia en los nifios parasitados (tabla VI), esto puediera deberse a los reportes que
indican que (7. lamblia es el protozoario que mas frecuentemente causa diarrea (6). El 80%
(figura 1) de los pacientes que acudieron a la consulta externa provenian de zonas urbanas
por lo que es concordante que un 9.6% de los pacientes que acudieron presentan diversas
parasitosis, del total nifios parasitados el 76.4% provino de areas rurales.

En lo que se refiere al analisis por coproantigeno para 7aenia sp. no se encontré un
solo caso para esta parasitosis, pero § se reportaron 4 casos de cisticercosis, lo que
corresponde a un 3% de frecuencia. Para el caso de la cisticercosis, ¢l protocolo de la tesis
no incluyé ningun examen de laboratorio para su diagnostico, dos de los casos reportados se
hicieron por entrevista al paciente, ya que acudian a chequeo médico debido a que eran
pacientes ambulatorios con tratamiento, los otros dos requirieron ser internados para la
cirugia y extraccion det cisticerco. A un paciente cisticercoso ambulatorio y a uno
hospitalizado se les realizé un estudio familiar en busqueda del posible tenidsico en la casa, a
estas personas se les realizd microscopia y coproantigeno, en los que se reporta la ausencia
de la posible infeccion en el hogar, lo que sugiere que la infeccion la adquirieron fuera de
casa, por lo que es aconsejable que los padres de familia tengan especial cuidado en la
alimentacion que sus hijos reciben al salir de casa.

Pasando a la revision retrospectiva de pacientes diagnosticados por taeniosis de 1975
a 1995, se encontraron 37 casos en un total de 502,262 examenes practicados, lo que
corresponde a 7.4 casos por 100,000 pacientes examinados, dato que se asemeja a lo

reportado por el Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS) en toda la Repablica, ¢en la
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que para el aho de 1994 se reportd una tasa promedio de 7.32 por 100,000 habitantes, solo
gue en el INP la tendencia de esta parasitosis se vio mas marcada en la década de 1975 a
1985 {(grafico 2), encontrandose alrededor del 90% del total de los casos, esto pudiera
deberse a que en esta década el promedio de examenes anuales fué de 28,146 y en la década
de 1986 a 1995 fué de 19,274, otro factor que pudo influir notablemente fué que en 1975
denominado Hospital del Nifio IMAN, la mayoria de los pacientes que se recibian padecian
de problemas de las vias respirétorias y gastrointestinales, después de 10 anos en 1985,
fungiendo ya como Instituto Nacional de Pediatria y centro de investigacion de excelencia,
se acepta unicamente a pacientes que por la complejidad de su problema asi lo requieren,
con excepcion de urgencias en donde la acepacion es inmediata, debido a esto ¢l numero de
examenes practicados en el Servicio de Parasitologia bajo notablemente, practicandose para
1995 una tercera parte de los estudios que se practicaban 20 afios atras (grafico 1).

De los 37 individuos reportados para taeniosis, 19 correspondieron a zona urbana,
13 de origen rural y 5 se ingora, asi como 25 correspondieron a nifios mayores de cinco afios
de edad y 12 a menores de cinco afios, esto es logico, debido a que pre-escolares ingieren
con menor frecuencia la carne de res y de puerco.

La frecuencia de taeniosis ha disminuido notablemente en el INP (grafico 3},
presetandose el 90% de los casos en la década de los 707s, y quiza con la implementacion de
los diversos programas de salud, la educacion en comunidades, ta creacion de una norma
para la vigilancia, prevencion y control del compiejo taeniosis-cisticercosis, las cominidades
han aumentado su grado de concientizacion de esta enfermdedad, hecho que se manifiesta en
que el altimo caso de taeniosis en el INP se reporta en 1993, y en los nifios de la consulta
externa se encontrd 0% de frecuencia para taeniosis y 3% para cisticercosis. Todos estos
datos nos sugieren que vamos por buen camino, pero-que al haber casos de cisticercosis, nos
indica que es necesario seguir luchando para erradicarla completamente. lgualmente
podemos observar el descenso de esta parasitosis a través de los afios en los diversos
estudios reatizados en distintos puntos_de la Republica Méxicana de 1957 - 1997 (grafico 4).

En cuanto al coproantigeno para faenia sp.. se puede afirmar que es una técnica
altamente sensible y especifica para la deteccion de huevos de 7aenia en comparacion con

los metodos de concentraciéon rutinariamente usados, hecho que observamos en las
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comunidades rurales, donde con la aplicacion del coproantigeno se aumenian el namero de
casos de taeniosis (grafico 5), en conclusion el coprantigeno se ha usado con bastante
eficacia en diversos estudios epidemiologicos de campo, dando diagnosticos confiables y
certeros para la taeniosis. Esta técnica es una ELISA facil de trabjar una vez que se ha
estandarizado. En el Instituto Nacional de Pediatria, en base al estudio prospectivo y
retrospectivo que se ha realizado en este trabajo de tésis, la taeniosis ha disminuido
significativamente en Ia Gltima década, por lo que sugerimos la aplicacion del coproantigeno
en comunidades endémicas donde el costo de la prueba se aminora por las maltiples
aportaciones que se pueden dar a estas poblaciones.

La microscopia no reveld casos de taeniosis, dato que concuerda con el corrimiento
a la par del coproantigeno, técnica que es sumamente sensible para el diagnositco de
taeniosis y descarta la posibilidad de posibles errores en 'a microscopia, hecho que se
manifiesta en la figura 3, donde se muestra la especificidad del ELISA: las absorbancias de
las muestras con parasitosis diferentes a 7aenia sp. no se acercan ni rebasan el punto de
corte establecido. En cambio sin lievar un examen de gabinete para cisticercosis dentro de
este trabajo, se encontré un 3% de prevalencia en las muestras de estos pacientes, to que nos
hace pensar y afirmar lo que se menciond en los antecedentes, del hecho que cada
progiétido de una Tuenia al producir hasta 100,000 huevos, su portador podria infectar de
cisticercosis a una poblacion de cinco millones de habitantes en un tiempo relativamente

corto, {6).
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9. CONCLUSIONES

o La frecuencia de taeniosis ha disminuido notablemente en el INP.

o EI90% de los casos, de taeniosis se presentaron en la década de los 70’s, quiza debido:

= La implementacion de diversos programas de salud.

= La educacidn en comunidades.

= La creacion de una norma para la vigilancia, prevencion y control del complejo taeniosis-
cisticercosis.

= En la década de los 70’s el INP recibia principalmente padecimientos respiratorios y
gastrointestinales.

s Se observa un descenso de la taeniosis a través de los afios en diversos estudios de la
Republica Mexicana.

¢ En los nifios de la Consulta Externa del INP, alrededor de un 10% presenta parasitosis
diferentes a taeniosis y un 3% presenta cisticercosis.

o El coproantigeno para Taenia es una técnica altamente sensible y especifica.

e Con la aplicacion del coproantigeno en las comunidades rurales se aumenta el numero de
casos de taeniosis.

¢ El coproantigeno es un ELISA facil de trabajar una vez que se ha estandarizado.

» Se sugiere la aplicacion del coproantigeno para faenia sp. en las comunidades endémicas
donde e costo de la prueba se aminora por las multiples aprotaciones que se pueden dar

a estas poblaciones.
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CAPITULO 11

11. ANEXOS
11.1 Anexo I
CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO
Yo Padre o tutor de

declaro libre y voluntariamente que estoy de acuerdo en

que mi hijo(a) participe en el estudio “Investigacion de taeniosis en pacientes de INP,
utilizando un técnica inmunoenzimatica”. Para lo cual se debe entregar una muestra de
materia fecal. En caso de que la prueba resultase positiva, se administrara el tratamiento
especifico y en las dos semanas siguientes se volveran a entregar muestras de heces
consecutivas. En el ententido que tanto los estudios como los medicamentos no tendré que
pagarlos.

Tengo la libertad de retirar a mi hijo(a) de! estudio cuando io desee por cualquier
causa que no esté especificada en este documento. Tengo entendido que esta decision no
influira de ninguna manera sobre la atencién que seguira recibiendo mi hijo(a) en el Instituto
Nacional de Pediatria de la Ciudad de México.

Doy mi pleno consentimiento a lo explicado anteriormente.

NOMBRE Y FIRMA DEL PADRE O TUTOR

México, D.F.




11.2 Anexo |l
RESULTADO DE MICROSCOPIA

Numero |Egad fUnidad [Sexo Parasitos Dragndstic
P1 [P2 [P3 [Pa |P5
1 1]A M Negativa
F] 3|A F Negativa
3 3lA F Hn Positivo
4 1084 M Negative
3 7lA F Negative
5 S|A F Negativo
7 B [ Negativo
B 5a [ Neggativo
[ 0[a F Negativo
10 7im M Negativo
11 3la F Negativo
2 3lA F Negative
13 alm F Negativo
14 M M Negativo
15 2[A F Negativo
16 14}A ] Negative
7 2{A M Negativo
18 S|M M Negativo
19 3[4 M Negativo
20 41A F Al Positivo
21 5iM F Negative
22 2{A F Negativo
23 3l F Negativo
24 11{M M Negativo
25 3A F Negativo
26 2{A F Negativp
27 2[A F Negativo
28 E] F Negativo
FE) 3[A M Negativo
30 203 M Negativo
3t 7|A [ Negativo
a2 ElL (] Negativo
33 S51A M Al Positiva
M SlA M Negativo
35 3|A F Negativo
36 14 M Negativo
37 StA F Negativo
8 2lA F Negative
39| - 51A F Negativo
40 10{A M Negativo
41 12]A M N r
42 11{A F Ec Positive
43| 3[A F Negativo
41 3[M F Negatvo
45 3jA F Negativo
46 2]A F Negativa
a7 1]a M Negativa
a8 E[M ] Negativo
[E] &M F Negativo
50 1M [ Negativo
51 ZpA M Negative
52 71A ] Negatve
53 6lA [ Negativo
54 T1[A M Negative
55 4(A F Negativo
56. 71A 3 Negativo
57 121A [ Negativo
58 2|A M Negetivo
99 G|A F Gl Positive
&0 ajm F Negalivo
61 100A M Negative
62 B1A F Negativo
63 7|A F Negatrve
64 5[™ M Negativo
65 3JA M Negativo
66 14[A [ Negativo
67 2|M M Hegativo




Ec .- Entamoebe coli

Gl.- Giardia jambla
Chm.. Chifomastix mesndi
Hn. Hymenoleps nans
Al-  Ascans umbncoides

Numere [Edad |Unidad [Sexe Parasdos Diagnéstica
P1 (P2 |P3 |P4 PS5
6B 5[A F Negative
69 S1A F Nagative
70 2|A F Ec Chm| PosRiva
] 9jA F Negatne
72 7]M F Negativo
73 T1A F Hegativo
74 2|A M Negativo
75 7|A M Negatne
7% 7IM F HNegative
77 sta M Negativo
78 A M Al Postiva
79 5a " Im Negativa
80 8(A M {egat
8 2|A F Jegati
82 BiA M Ec Postivo
X 1{A F Negativo
84 3 F Negaivo
[ SIA F Negative
[ 41A F Negative
87 1M ol Nagativo
| TIA F [Negativo
89 [ [7] F Negatoa
3] 1{A F Negative
91 GLA M N ivo
92 AlA F Negativo
3 2 M Negativo
7] T1]A M [Megative
5 3A F. Negatwvo
6 7IA M Ec Posdivo
97 4lA M Gl Postio
) 131A M Negalivo
B9} __10]A F Negtvo
100 [("] ] Negatrvo
101 121A F Negative
102 S{A [ Negativo
103 &lA F Negativo
104 2]A F Negative
105 2{A M Negativo
[ 1A F Negaivo
o7 2|A F Negativo
08 9{A F Nagativo
109 10[A F Negativo
110 &M M Nogialivo
11 A M Negative
112 5{M M Negative
113 2] £ Negatvo
114 T1A F Al Posdive
135 31A M Nagativo
11 1i[M F Negativo
117 11[m M Negativa
118 9]A M Negative
118 6|M F Negativo
120 5(A F Negativo
[Fi] 1iA F Negativo
122]  13]A F Negativo
123 8|M M Negativo
124 3iA F Negatve
125 -5{A IF Nagative
126 3[A F Negative
127! 9]|A M Negativo
128 13{A F Negati
129 B M Negativo
130 10{A M Negativo
13% 3iA M E¢ Positivo
132 11]A M Negativo
133 2[A F HNegativo
134 7[A ™M Negativa
135 M F Nogalivo
136 9{A F Ez Gl Posdivo
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