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INTRODUCCION.

Blastocystis sp es el parasito intestinal de mayor frecuencia en el humano, se ha
determinado que tiene una prevalencia hasta del 60% en paises en desarrollo M Es
causante de la blastocistosis, una enfermedad gastrointestinal inespecifica y por lo

tanto dificil de erradicar.

Es un parasito cuya patogenicidad continua en controversia, esto debido a que
no se conocen exactamente los mecanismos de virulencia, mecanismos de
transmision, ni su papel como patégeno primario, estas caracteristicas sobre el mismo,
inducen controversia y por lo tanto han motivado investigaciones que traten de despejar

las dudas existentes sobre este parasito 2.

Algunos autores sugieren que la simbiosis del Blastocystis sp con alguna
enterobacteria le confiere la patogenicidad, pero aun, se desconoce el verdadero papel

que tienen las enterobacterias en ella.

Su transmision es probablemente via fecal-oral. Aunque existen insuficientes
reportes de casos clinicos, estudios epidemioldgicos prospectivos y controlados. Esta
carencia de informacién, ha dificultado determinar con claridad si Blastocystis sp es un

patégeno primario .

Otros factores que han imposibilitado un analisis critico de su patogenicidad
incluyen: la naturaleza autolimitada de la infeccidn, la respuesta erratica al tratamiento

especifico, y la indagacién incompleta de otros patdgenos o causas alternativas de los

sintomas ), tales como: virus, bacterias u otros parasitos.

La manifestacion o la ausencia de sintomas clinicos dependen de la interaccién
entre el huésped y el parasito. Aunque se asumia que Blastocystis sp era comensal,
se ha propuesto que se puede convertir en patégeno de igual manera tanto para

individuos inmunocompetentes como aquellos inmunocomprometidos @,
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MARCO TEORICO.

1. HISTORIA DEL Blastocystis sp:

La historia de Blastocystis sp ha sido controversial en cuanto a su clasificacion
taxondmica y a su definicion como agente causal de diarrea.

La primera descripciéon del parasito fue realizada por Brittan ©® y Swayne ©
durante una epidemia de colera en Londres en 1849; denominandolo “cuerpos del
célera” o “células anulares” y atribuyéndole la responsabilidad de esta. Sin embargo,
esta informacion no es suficiente para atribuirles el descubrimiento del parasito .

En 1904 Prowazek, considerd a Blastocystis sp como una forma quistica de un

flagelado .

Cumpliendo criterios de nomenclatura, la primera descripcion fue hecha por
Alexeieff en 1911 llamandolo “Blastocystis enterocola”, una levadura, aplicando la
misma nomenclatura para designar organismos observados en heces de roedores,
serpientes, pulgas y cucarachas ®. En 1912, Brumpt © estudiando solo material
humano presentd una breve descripcion del germen al que llamé “Blastocystis
hominis”, considerandolo como una levadura intestinal inocua, importante por su

posibilidad de ser confundida con Entamoeba histolytica.

En 1917 Alexeieff lo considerd un vegetal y la relacioné con Blastomyces sp. En
1924 Knowles y cols. colocaron a Blastocystis sp en el género Saccharomyces, en
1938 Ciferri y cols. lo consideraron dentro del género Prototheca (algas no

pigmentadas) “.

En 1967, Zierdty cols. "% renovaron el interés por el parasito, proporcionando
evidencia para clasificarlo como un Protozoario (sub clasificacion del reino Protista que
incluye a la mayoria de parasitos humanos, amebas, flagelados, ciliados entre otros).

Posteriormente ha tenido multiples reclasificaciones dentro del subreino de los

protozoarios V.
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(12) ytilizando secuencias del ARN ribosémico de

En 1996 Silberman y cols.
Blastocystis lo ubican dentro del reino Cromista o Stramenopila un grupo de diversos

organismos que incluye las algas marrones y diatomeas.

En un consenso publicado en 2007 se uniformiza la informacion de los subtipos
descritos previamente concluyéndose la existencia de 9 subtipos y proponiéndose la
eliminacion del término “Blastocystis hominis” dando paso a utilizarse el término

Blastocystis sp. Seguido de un subtipo del 1 al 9 en toda muestra aislada de aves y
(13

). Aunque algunos autores hacen referencia al Subtipo 10 (Stensvold et,

mamiferos
al. 2009) ",

Dicho cambio en la nomenclatura obedece a la baja especificidad del germen por
su hospedero lo que hace inadecuada la nomenclatura relacionada a un sélo
hospedero (en este caso el hombre: hominis) y en vista de la creciente evidencia a

favor de la probable existencia de dos o mas especies de Blastocystis °.

2.- CARACTERISTICAS DEL Blastocystis sp.

Blastocystis sp es un microorganismo unicelular, eucariota, anaerobio estricto,
perteneciente al reino Cromista y es frecuentemente hallado en el tracto gastrointestinal

humano y animales 9.

Se distingue uno o mas nucleos en este parasito, membrana plasmatica y
nuclear, carece de pared celular; contiene mitocondria, aparato de Golgi, reticulo
endoplasmico liso y rugoso. Su reproduccion usualmente por fision binaria aunque

también lo hace por plasmotomia, endodiogenia y esquizogonia "

Crece en cultivo bajo condiciones anaerdbicas. Se cree que las variantes
morfoldégicas (forma vacuolar, granular, ameboide multivacuolar, avacuolar y quistica)

dependen del medio ambiente (cambios osméticos, drogas y estatus metabdlico) an,

QFB-UMSNH




2.1. TAXONOMIA.

El estudio ultraestructural de Zierdt y cols. evidencia por primera vez que el
organismo no era una levadura o un hongo, como previamente fue sugerido por

Alexeieff y Brumpt, ni tampoco los quistes de otro organismo como Trichomonas sp
10)

como fue propuesto por Bensen, Bone y Prowaseck , Haughwout y James (

La siguiente tabla muestra la comparacion que hace Zierdt, con el fin de

distinguir al Blastocystis sp de una levadura comun:

Blastocystis sp Levadura Comun.

No presenta pared celular, rodeado por una | Presenta pared celular.
membrana delgada.

Crece “in vitro” so6lo en cultivo mixto con Crece “in vitro™ en ausencia de bacterias.
bacterias.

No crece en medios especificos para Crece en medios convencionales para
hongos. hongos.

Tiene afinidad por el pH neutro o Prefiere pH acido y es muy resistente a pH
ligeramente alcalino. bajo.

Su reproduccion es por fision binariay Se reproduce por gemacion y esporulacion o
esporulacion o ambas. ambas.

Ingiere bacterias y otros materiales No ingiere materiales particulados.
particulados.

No hay evidencia de formacion de micelios | Forma brotes " in vivo ™ y produce micelio “ in
o de gemacion "in vivo " e "in vitro ". vitro "

Muere a 4°C en medio ligeramente Resiste la temperatura de 4°C y los medios
hipotdnico e hipertonico. ligeramente hipotdnicos e hipertonicos.

Presenta extension y retraccion de No forma pseudopodos.
pseudopodos.

Temperatura 6ptima de crecimiento, 37°C. Temperatura 6ptima de crecimiento menor a
No crece a temperatura ambiente 37°C. Crece bien a temperatura ambiente

Boreham y Stenzel (1993), exhortan en la necesidad de ahondar en los estudios

moleculares, y asi evitar clasificaciones basadas Uunicamente en caracteres

morfoldgicos 9.
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Los primeros analisis moleculares que trataron de esclarecer la filogenia de
Blastocystis sp, se deben a Johnson et al. (1989) quienes tras analizar parte de la
secuencia del ARN de la subunidad menor ribosomal (ssARNr), y no encontrar
relaciones monofiléticas con ningun eucariota, sugieren que debe ser considerado
como una especie que no se puede ubicar exactamente en un taxon, opinion
compartida por otros autores (Hollebeke y Mayberry, 1994). Nakamura et al. (1996),
mediante el analisis de la secuencia aminoacidica del factor de elongacion-1a (EF-1a),

un gen altamente conservado y aplicado como marcador filogenético, confirman que no

se trata de un hongo 9.

Silberman et al. (1996), al concluir la secuenciaciéon génica de la ssARNTr,
demuestran que este organismo puede ser incluido entre los Stramenopiles aunque
como un miembro inusual, ya que posee mitocondrias tratandose de un anaerobio
estricto, y carece de flagelos, que se piensa pudo perder secundariamente, este grupo,
incluye “protistas unicelulares y multicelulares de metabolismo heterétrofo o

fotosintético” 2.

De acuerdo a la clasificacion en seis reinos realizada por Cavalier-Smith en 1998
(citada por Tan et al.,, 2002) Blastocystis es agrupado en la siguiente descripcion

taxonomica %

Reino: Cromista.
Subreino: Chromobiota.

Infrareino: Heterokonta o Stramenopiles

Subphylum: Opalinata

Clase: Blastocystea

Género: Blastocystis.
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De los 10 subtipos que presenta Blastocystis sp; los humanos pueden ser
hospederos de varios de éstos. Se localizan en animales como aves, primates y
cerdos (subtipo 1), primates y cerdos (subtipo 2), roedores (subtipo 4), ganado y cerdo

(subtipo 5) y aves (subtipo 6y 7) "%,

El subtipo 3 es el genotipo mas aislado en estudios epidemioldgicos vy
probablemente es el tinico genotipo de origen humano . Por analisis filogenético, los

subtipos 8 y 9 son mas similares a los subtipos 4 y 6 %2,

En un estudio de clasificacion genotipica basado en reacciéon en cadena de
polimerasa aplicada a Blastocystis sp aislado en 5 poblaciones humanas obtenidas en
Japon, Pakistan, Bangladesh, Alemania y Tailandia se obtuvo que el subtipo 3 fue el
mas frecuente, variando entre 41,7% a 92,3% de los grupos analizados. Los siguientes
subgrupos en frecuencia fueron subtipo 1, subtipo 4. Los subtipos 2, 5 y 7 fueron

raramente hallados .

2.2 MORFOLOGIA.

Los reportes de la morfologia de Blastocystis sp han distinguido tres formas
primordiales: vacuolar, granular y ameboide. Un gran numero de reportes de
Blastocystis sp en materia fecal y de biopsias del intestino del huésped han indicado
que existen formas adicionales como la forma de quiste, multivacuolar y la
avacuolar; en muestras procedentes de medios de cultivo se han reconocido ademas

las formas de esquizonte y trofozoito (multivacuolar) 4.
Estudios ultraestructurales recientes indican que existen una serie de variantes
morfolégicas de Blastocystis, en las que al parecer la forma de presentacion depende

del medio ambiente .

Factores fisicos como cambios osmdticos, la presencia de ciertas drogas, y el

estatus metabolico pueden influenciar la morfologia del organismo in vivo e in vitro .
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B Forma Vacuolar.

Se ha demostrado que es la forma o morfotipo mas predominante reportado en
las heces, se caracteriza por tener una gran vacuola central que comprime el
citoplasma (donde se encuentran los organelos como aparato de Golgi, reticulo

endoplasmico rugoso, mitocondrias y ribosomas) y el nucleo hacia la periferia celular,

esta vacuola es redonda u oval y mide de 10 a 30 um @7

También es conocida como cuerpo central vacuolado, la vacuola central parece
tener una funcion de reserva y contiene material granular o floculante de densidad
variable. Se han observado porciones de citoplasma invaginadas en la vacuola central,
con material diverso y organelos que parecen mitocondrias dentro de estructuras

rodeados de membrana %%,

Formas Vacuolares con Tincién Tricrémica

(Imagen cortesia de QFB Zahair Le6én Balbanera. HIM)

B Forma Granular.

Posee una ultraestructura similar a la forma vacuolar, pero con variantes
morfoldgicas y citoquimicas, las cuales estan contenidas en la vacuola central. No

parece ser un tipo celular diferente sino mas bien una forma vacuolar con granulos en
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la vacuola central. Posee una gran cantidad de mitocondrias, lo que le confiere un

aspecto granular %

Su diametro oscila entre 3 y 80 um con un rango medio de 15 a 25 ym. Existen
diferentes tipos de granulos en la forma vacuolar y granular, que pueden contener

granulos de diferentes tipos y composiciones, como son:

€ Granulos metabdlicos situados en el citoplasma.

€ Granulos lipidicos localizados en la vacuola central.

€ Granulos reproductivos encontrados en la vacuola central.

Soélo en la forma granular ademas de estos granulos también se encuentra
mielina en pequefas vesiculas denominadas granulos cristalinos. Se ha propuesto que

la vacuola central que contienen las formas vacuolares y granulares desempena el

papel de desarrollo y diferenciacion morfolégica en los granulos reproductivos de las

mismas formas, esto es que aqui se lleva a cabo la endodiogenia y la esquizogonia (30)

Forma Granular. HIM.
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B Forma Ameboide.

El estadio ameboide es observado mas frecuentemente en cultivos viejos o luego
de la administracién de antibiéticos. Mide de 3 a 8um de diametro con un contorno
irregular, con 1 6 3 nucleos y generalmente con estructuras semejante a pseudépodos,
presenta granulos refringentes que hasta la fecha no se sabe su funcién; puede
fagocitar bacterias, estas se encuentran dentro del citoplasma y se sugiere que estas

son las que dan o promueven el cambio a quiste ¢

Forma Ameboide. HIM.

B Formas Multivacuolar.

Esta forma presenta multiples vacuolas de diferentes tamafios halladas en
materia fecal. Miden aproximadamente de 5 a 8 ym de diametro siendo mas pequenas
que las formas vacuolares y granulares; hasta la fecha no se ha determinado bien qué

funcion tienen las vacuolas que se encuentran interconectadas o si estan formando un

nuevo complejo 2.

Contiene habitualmente 1 6 2 nucleos, también presenta una banda densa en el
extremo del nucleo; capa gruesa que rodea a todas las formas multivacuolares, se

encuentra la presencia de bacterias. Estas bacterias estan muy a menudo asociadas a

e
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la superficie de Blastocystis sp, pero no se ha visto que haya un proceso de fagocitosis,
se ha sugerido que estas bacterias junto con los cambios en el ambiente promueven el

cambio de formas ©?.

Forma Multivacuolar. HIM.

B Forma Avacuolar.

Esta forma mide aproximadamente 5um de diametro no contienen vacuola

central, contiene de 1a 2 nucleos, presentan mitocondrias e inclusiones que estan en el

interior de la matriz citoplasmatica ¢

Formas Avacuolares o anulares.HIM.
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B Forma Quistica.

Los quistes son esféricos u ovoides, de tamafio pequefio (3 a 5 ym,) tienen una
pared quistica multilaminada y raramente aparecen en cultivos axénicos. El contenido
celular interno incluye de uno a cuatro nucleos, multiples vacuolas y depdsitos lipidicos
y glucogénicos.

La forma quistica de Blastocystis probablemente confiera resistencia al medio

externo como es el caso de varios protozoarios, aunque no ha sido confirmado
34)

experimentalmente ¢

Forma quistica HIM.

2.3. CICLO DE VIDA.

El ciclo de vida del Blastocystis sp, asi como su transmision son desconocidos
aun, y estan bajo investigacion, sin embargo, se han propuesto ciclos de vida para este
parasito. La forma clasica encontrada en la materia fecal humana es el quiste, que
varia enormemente en tamaro (6 a 40 ym)“". El quiste con pared gruesa presente en
la materia fecal, se cree que es el responsable de la trasmision a otras fuentes,
posiblemente por la ruta fecal-oral, a través de la ingestién de agua o alimentos

contaminados®.
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Quiste con Pared
Gruesa,

N ""

Quiste con Y 7
Pared Gruesa : Multiplicacién

@ de la forma
- ‘< Vacuolar

Amehoide

Prequiste

Tomado de:www.dpd.cdc.gov/dpdx

El quiste infecta células epiteliales del tracto digestivo y se multiplica de forma

asexual (©,0). Las formas vacuolares, dan origen a las formas multivacuolares @y

forma ameboide®. La forma multivacuolar se desarrolla dentro del prequiste @para
dar origen al quiste con pared delgada®, que se cree puede ser responsable de
autoinfeccion. La forma ameboide da origen a los prequistes@®, que se desarrollan
dentro del quiste con pared gruesa por esquizogonia®. El quiste con pared gruesa es

excretado en las heces " ©9.

QFB-UMSNH




2.4 PATOGENICIDAD.

La patogenicidad de este parasito es debatida por multiples razones, esta
controversia radica en determinar si Blastocystis sp es un parasito comensal o un
verdadero patdégeno y por tanto causante de dafio intestinal. La importancia de
determinar su patogenicidad radica en que es reportado como el parasito de mayor
prevalencia, tanto en muestras de heces de individuos sintomaticos como

asintomaticos 9.

B ROL PATOGENO:

Multiples estudios de experimentacidon tanto en cultivos celulares y en modelos

animales, han revelado que el Blastocystis sp presenta un rol patégeno ©”). Algunos

estudios de endoscopia o biopsias sugieren que la blastocistosis se agrava por algunos

factores tales como:

Alta presencia de formas de Blastocystis sp.

Estado inmunoldgico del paciente (inmunocompetente o inmunocomprometido).
Microorganismos pertenecientes a la flora intestinal o patégenos, asociados al
Blastocystis sp.

Algunos subtipos son mas patégenos que otros.

Edad del individuo que presenta el parasito ©®.

a) Numero de Parasitos:

Existen varios estudios que afirman que el Blastocystis sp, es patégeno cuando
se demuestra la inexistencia de cualquier patdgeno como bacterias, virus o parasitos, y
aparece un numero elevado de Blastocystis sp en la materia fecal, es decir, mas de 5

parasitos por campo microscopico ([ 5 / 40x)®9).
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Sin embargo, diversos estudios no encuentran correlacién entre el numero de

Blastocystis sp en heces y la aparicién de enfermedad “°).

Asimismo, otros autores consideran a Blastocystis como un patdégeno potencial,

independientemente del recuento y del hospedador “7.

b) Estado inmunoldgico del paciente:

La infeccion por Blastocystis sp suele ser muy comun en pacientes
inmunocomprometidos y un estudio de diarrea cronica en nifios demostré que solo
aquellos con infeccién por virus de la inmunodeficiencia humana fueron infectados “.
Sin embargo mayor informacion es necesaria respecto a la prevalencia y significancia
de la infeccidbn por Blastocystis en pacientes inmunocomprometidos incluyendo

aquellos infectados por VIH “?,

En individuos inmunocompetentes la infeccidén se transcribe principalmente a un
sindrome diarreico, el cual algunas veces se cura espontaneamente. En la mayoria de
los individuos inmunocomprometidos la infeccién se presenta como diarrea cronica,
grave compromiso del estado general y la eliminacibn de un numero alto de

Blastocystis sp en heces “¥.

c) Asociacion de Blastocystis sp con otros microorganismos:

Este parasito es frecuentemente asociado a otros patdégenos infecciosos;
algunos reportes han propuesto que mas del 50% de individuos con Blastocystis sp, en
heces tienen una etiologia alternativa encontrada en las siguientes valoraciones, esto

se determindé basandose en la frecuente asociacion de Blastocystis con otros

microorganismos (44).
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s Algunos investigadores creen que el hallazgo de Blastocystis sp se aprovecharia
como un marcador para otros patdogenos no identificados; por ejemplo, un estudio
examind hasta 6 muestras en 32 pacientes con examenes de heces positivo para
Blastocystis sp en los que se encontro otro patdogeno de origen bacteriano en 27(84%).
Cuando se establecio tratamiento para el patdogeno diferente, los sintomas se
resolvieron a pesar de la persistencia de Blastocystis en los posteriores analisis de

heces “9).

¢ Sin embargo otro estudio de pacientes con diarrea en Nepal mostré6 que
Blastocystis sp no fue un marcador de otros patdgenos entéricos como las bacterias,

los que fueron hallados en 68 y 71 por ciento de pacientes con Blastocystis y sin este,

respectivamente “°),

Una posible explicacion de la asociacion de Blastocystis y otros patogenos

consistiria en la mas facil identificacion del parasito en deposiciones liquidas no

(47

formadas (probablemente ocasionadas por el patégeno acompafiante) ). A su vez, un

incremento en la flora bacteriana durante el episodio diarreico induciria el crecimiento
42)

de Blastocystis sp ¢

Diferentes estudios sospechan que Blastocystis sp podria tener una débil
patogenicidad que contribuiria a la enfermedad, esto al detectarse niveles bajos de
Escherichia coli y Lactobacillus, un pH fecal elevado y sobrecrecimiento de Candida, en

casos cronicos de blastocistosis “®),

B FACTORES DE VIRULENCIA.

Estudios “in vitro”, demuestran que entre los factores de virulencia de

Blastocystis sp, se encuentran las proteasas de cisteina, éstas se localizan en la

vacuola central del parasito 9.
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Las proteasas de cisteina estan involucradas en procesos tales como: la invasion

a la célula hospedera, evasion inmune, patogenicidad y virulencia .

En cuanto a la evasion de la respuesta inmune, las proteasas de cisteina se
encargan de degradar a las inmunoglobulinas, principalmente a la IgA (encargada de

defender la superficie de la mucosa intestinal), IgG y las anafilotoxinas C3a y C5a ©V.

La degradacion de IgA, y el dafo a la mucosa intestinal, puede propiciar el

crecimiento e invasion de patégenos vecinos ©V.

B EFECTOS CITOPATICOS EN LA CELULA HOSPEDERA.

Usando lineas celulares como la HT 29, las cuales son células del epitelio
intestinal humano, que tienen por objetivo producir la secrecién de componentes de
IgA, y la linea T 84; no se observaron efectos citopaticos cuando se expusieron a
Blastocystis sp. A las 6 horas de incubacion se demostré que el Blastocystis sp no
induce la produccién de IL8, sin embargo, a las 24 horas de incubacion, estas colonias
de ceélulas epiteliales con Blastocystis sp inducen la produccion de citocinas

proinflamatorias como la IL8 y el factor estimulante para granulocitos y macréfagos (62)

Long y colaboradores, sugieren que Blastocystis sp, es capaz de modular la
respuesta inmune del hospedero, y en un estado inicial de infeccidn, este parasito
puede regular la respuesta inmune del hospedero, para mejorar su supervivencia. Tal

como ha sido demostrado en Toxoplasma gondii y Cryptosporidium parvum ©2,

Estudios recientes han demostrado en Blastocystis ratti (subtipo 9), que la

produccion de proteasas de cisteina inducen la secrecidon de IL8 y de manera

dependiente participa el NF-kp 4.
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2.5. SINTOMAS CLINICOS.

Los sintomas referidos a la infeccion gastrointestinal por Blastocystis sp en
humanos son generalmente poco especificos e incluyen diarrea, dolor abdominal,

nauseas y flatulencias, usualmente sin fiebre ©°.

La enfermedad puede ser aguda o cronica pudiendo persistir la sintomatologia

por varios afos. Diarrea liquida abundante ha sido reportada en algunos casos agudos
(56)

Otras manifestaciones asociadas a la infeccidn gastrointestinal por Blastocystis
sp incluyen hemorragia rectal, leucocitos en heces, eosinofilia, hepatomegalia,

esplenomegalia, rash cutaneo, angioedema y prurito ©”.

Algunos reportes sugieren una correlacién entre Blastocystis y el Sindrome de
Intestino Irritable, aunque esta sugerencia no ha sido probada ©.
» Infecciones Asintomaticas:

La gran cantidad de controles asintomaticos que son positivos para Blastocystis

sp, sugiere que el estadio de portador existe. Sin embargo esto no necesariamente

descarta su potencial rol patégeno ©.

Otros protozoarios, incluyendo Giardia, son encontrados con frecuencia en
pacientes asintomaticos pero son considerados patdégenos cuando se asocian a
sintomas clinicos. La misma potencialidad podria existir para Blastocystis sp. Es
posible que individuos con inmunidad previa sean mas propensos a una infeccion

asintomatica 2.
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Otras causas sugieren que su efecto patolégico dependeria de factores del
hospedero tales como alteracion de la inmunidad o disturbios de la funcion
gastrointestinal de otras causas .Se han descritos sintomas en pacientes
inmunocompetentes e inmunocomprometidos incluyendo pacientes con infeccion por el

virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) y pacientes trasplantados ©".

Aunque hay reportes de casos de mayor patogenicidad en pacientes
inmunosuprimidos, como aquellos con VIH y pacientes transplantados, no se ha
observado una mayor severidad en los sintomas y actualmente el organismo no es

considerado como un patégeno oportunista ©2).

2.6. DIAGNOSTICO.

Para el diagnostico diferencial de Blastocystis sp se pueden realizar multiples
técnicas, desde las habituales como la observacién por microscopia (siendo sencillas,
de bajo costo y facil de realizar), tinciones, cultivo axénico, determinacion de IgG, hasta

aquellas menos utilizadas como el aspirado duodenal, endoscopia y biopsias.

v Diagnostico Microscopico:

Para determinar la presencia de Blastocystis sp por este método se puede

realizar el examen directo en fresco que consiste en el estudio microscopico de las

heces frescas en solucion salina, yodo-lugol o azul de metileno, identificando las
multiples formas que presenta este parasito. La fase vacuolar puede estar presente
hasta en el 97% de los casos en las heces, constituyendo la principal fase diagnéstica
(63)

Los métodos de concentracién por flotacién o sedimentacion, como el Faust o el
Ritchie, también pueden utilizarse para diagnosticar al parasito, varios laboratorios

han incorporando éstas técnicas mostrando una mayor sensibilidad para el diagndstico
64)

de Blastocystis sp ¢
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Cuando se tiene experiencia en la identificacidon de Blastocystis sp, se puede
hacer el diagndstico en muestras de materia fecal frescas, y se pueden confirmar con

tinciones permanentes, como Tricromico de Gomori y Nigrosina (69),

v" Cultivos para Blastocystis sp:

A diferencia de las bacterias, el cultivo de protozoos intestinales es dificil, caro y
complicado de mantener en un laboratorio de diagnostico. Se ha visto que para cultivar
Blastocystis sp, los medios axénicos o monoxénicos mas favorables son el Jones,
Boeck y el Drbohlav ©©.

Los cultivos xénicos se definen como aquellos en los que el parasito crece en
presencia de bacterias u otras células, para aprovechar la actividad metabdlica de
éstas y poder utilizar eficazmente los componentes incluidos en el medio de cultivo, a
diferencia de los axénicos que no incluyen actividad metabdlica adicional alguna, ya

que no incorporan ni células procariotas ni eucariotas ©7).

Recientemente se ha descrito un medio en agar sélido que aumenta la eficacia
del crecimiento clonal de Blastocystis sp. Las colonias se exponen en la superficie del
agar, lo cual facilita el recuento y la manipulacién. Son colonias coloreadas que crecen
a los 7 dias post-inoculacion, alcanzando un diametro de 2 mm de diametro. En medio
solido las colonias se muestran viables catorce dias, por lo que los subcultivos se

realizan cada dos semanas. Los clones se expanden en medio de cultivo liquido (68)

Blastocystis sp se caracteriza porque no puede ser axenizado directamente,
primero se ha de establecer el cultivo con flora bacteriana compleja y no definida. La
axenizacién de Blastocystis sp se ha conseguido con la adicidon de antibiéticos, ya que

la fragilidad de la célula impide el empleo de métodos fisicos tales como la
69)

centrifugacion o la filtracion ¢
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v Técnicas Inmunolégicas:

Examenes recientemente desarrollados para el diagnodstico de infeccion por
Blastocystis sp son la técnica de ELISA para la deteccion de anticuerpos séricos y la
reaccion en cadena de polimerasa (PCR), pero actualmente son sélo usadas en

investigacion ©).

2.7. TRATAMIENTO.

Algunos autores sugieren que el hallazgo de Blastocystis sp en pacientes
asintomaticos no requiere tratamiento; mientras que en los pacientes sintomaticos debe
efectuarse un examen de heces mediante concentracién en busqueda de otros agentes
potencialmente patégenos y deben descartarse causas no infecciosas de la

sintomatologia "").

Al no reconocer otro patogeno o etiologia para la sintomatologia seria prudente
administrar tratamiento en busqueda de una respuesta clinica, la cual podria deberse a
la supresion de Blastocystis sp o a la eliminacion de algun otro patdégeno no
descubierto; sin embargo; la infeccion por Blastocystis es con frecuencia autolimitada,

haciendo dificil la evaluacion de la eficacia terapéutica 2.

Estudios in vitro han mostrado buena sensibilidad del organismo a emetina,

metronidazol, furazolidona, trimetroprim- Sulfametoxazol (TMP-SMX), quinacrina y

pentamidina .

lodoquinol es inhibitorio in vitro y furoato de diloxanida seria inactivo. Los
antimicrobianos que han sido usados en la practica clinica incluyen metronidazol,

tinidazol, iodoquinol, TMP-SMX y furazolidona "%.
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» Metronidazol:

Es uno de los 5-nitroimidazoles mas utilizados en el tratamiento contra
Blastocystis sp, tiene una toxicidad selectiva para los organismos anaerobios o
microaerdfilos y para las células andxicas o hipdxicas, pero se ha observado cierta

(") La mayoria de los 5-nitroimidazoles (metronidazol,

ineficacia en algunos individuos
tinidazol, ornidazol, cardinazol) requieren varios dias de tratamiento y presentan
efectos secundarios estomacales, lo cual conduce al incumplimiento del tratamiento por

parte del paciente ("©.

Este agente generalmente es recomendado en dosis de 250 mg hasta 750 mg

tres veces al dia de 5 a 10 dias ). Aunque se ha observado que la forma quistica de

Blastocystis sp, en algunos casos es resistente al efecto citotoxico de esta droga (78)

# Secnidazol:

Su larga vida media asegura concentraciones séricas eficaces durante al menos
72 horas, lo cual permite la administracidn en una sola dosis para los pacientes
infectados. Experimentos realizados en ratas naturalmente infectadas con Blastocystis
sp y tratadas con 225 mg de secnidazol por Kg de peso, permitieron demostrar la
eliminacién del parasito en las heces en un 92% y a partir de 150 mg/Kg de peso,
disminuy6 significativamente el numero de Blastocystis observados en las muestras

recolectadas .

B Trimetroprim-Sulfametoxazol:

La eficacia de TMP-SMX (6 mg/kg TMP (maximo 320 mg) y 30 mg/kg SMX
(maximo 1600 mg) por dia) se recomienda administrarse por 7 dias. Este medicamento
afecta directamente a Blastocystis sp o a la flora bacteriana necesaria para su

crecimiento ©%).
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» Nitazoxanida:

Este 5-nitrotiazol considerado como antiparasitario de amplio espectro ha sido
utilizado como un tratamiento efectivo contra Blastocystis sp, debe ser administrada
dos veces al dia por un intervalo de tres dias en las siguientes dosis: 500 mg para
pacientes de 12 ainos o mayores, 200 mg para pacientes entre los 4 y 11 afios y 100

mg para pacientes entre 1y 3 afios 7).

+ Paramomicina:

Antibidticos de amplio espectro como la paramomicina, que han sido utilizados
en casos de diarrea cronica a causa de amebiasis intestinal, muestran también éxito

contra el tratamiento de infecciones por Blastocystis sp, principalmente cuando estas

infecciones se ven asociadas a problemas de lesiones cutaneas como la urticaria 82)

La dosis recomendada es de 25 mg/kg de peso, por un periodo de 10 dias, los
efectos secundarios que muestra son nausea, célicos abdominales y diarrea. También
se ha observado que combinado con el metronidazol, es una opcion favorable, para

erradicar el Blastocystis sp 2.

Algunos autores sugieren que el tratamiento de la blastocistosis requiere de la
disponibilidad de una droga eficaz y bien tolerada, con el fin de eliminar el riesgo de

efectos secundarios y el consiguiente abandono del mismo por parte de los pacientes
(84)
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2.8. PREVENCION.

Al suponerse que el mecanismo de transmisién de Blastocystis sp es por la via
fecal-oral, ingestiéon de agua y bebidas o alimentos contaminados con materia fecal, la

prevencion estara dirigida a una adecuada eliminacion de excretas asi como la

observacion de las medidas higiénicas tanto individuales como de las comunidades

v' Lavarse las manos con jabén después de ir al bafio y antes de manipular los

alimentos.
v’ Evitar tomar agua o alimentos de dudosa higiene.

v' Al viajar a otros paises, asegurarse de consumir alimentos bien cocinados y

agua hervida o embotellada ©°.

Es verdaderamente importante continuar insistiendo en educar a la poblacién en
la practica permanente de las medidas de control de las infecciones de transmision
fecal - oral o por alimentos o agua contaminadas. Estas medidas han sido bien
definidas por la OPS/OMS @),
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3.- ENTEROBACTERIAS.

La familia Enterobacteriaceae es considerado el grupo de mayor importancia
clinica de bacilos Gram-negativos. Se han detallado 40 géneros con mas de 150
especies (de los cuales, menos de 20 especies son las responsables de mas del 95%
de las infecciones por éstas bacterias). En base a sus propiedades bioquimicas,
estructura antigénica e hibridacion y secuenciacion de los acidos nucleicos se han

clasificado éstos géneros ©9.

Son microorganismos cosmopolitas, se pueden encontrar en el suelo, agua,
vegetacion y también en la flora intestinal normal de muchos animales, incluida la del

hombre, de ahi el nombre de enterobacteria (enteron, intestino) (89),

Incluye bacterias que causan infecciones gastrointestinales, por lo tanto, se les
denomina como microorganismos entéricos (sin importar si causan o no infeccion
intestinal). Las bacterias que afectan el tracto gastrointestinal incluyen a ciertas cepas

de Escherichia coli, Salmonella sp, Shigella sp y a Yersinia sp %

Se ha descrito que en algunas ocasiones bacterias que se encuentran como flora
normal o de manera comensal, dependiendo del estado inmunoldgico del huésped,
pueden ocasionar infecciones oportunistas, éstas son: Klebsiella pneumoniae y Proteus
mirabilis. Y en el caso de Escherichia coli asociada a gastroenteritis, se ha observado

que se vuelve patdogena cuando adquiere genes de otras bacterias, con factores de

virulencia presentes en plasmidos, bacteriéfagos o islas de patogenicidad (°0),

Las infecciones causadas por este grupo bacteriano se pueden originar de
multiples formas, por ejemplo: Salmonella, Yersinia de un reservorio animal, de un
portador humano Shigella y S. typhi o E. coli de la diseminacién enddgena de los
microorganismos en un paciente vulnerable; y éstos pueden afectar a todas las zonas

corporales ©®.
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Todos los miembros de la familia Enterobacteriaceae exhiben las siguientes

caracteristicas:

Bacilos Gram-negativos.

No forman esporas.

Moviles por flagelos peritricos o no moviles.
Aerobios o anaerobios.

Fermentan la Glucosa.

Catalasa (+).

Oxidasa (-).

Reducen nitratos a nitritos.

3.1 Escherichia coli.

Es un bacilo Gram-negativo, movil, facultativo, oxidasa negativo, reductor de
nitratos, no esporulado, fermenta la glucosa con produccion de acido y gas y presenta

3 antigenos:

» Antigeno O: somatico. Se han identificado 176 antigenos somaticos y es el
responsable del serogrupo.
» Antigeno H: flagelar. Cuenta con 112 y es el responsable del serotipo.

» Antigeno K: capsular, se han determinado 60 y también determina el serotipo
91

Forma parte de la flora normal del intestino del hombre y los animales de sangre
caliente, constituyendo una de las especies bacterianas mas abundantes en esta

localizacion ©2,

La E. coli productora de diarrea es aquella con caracteristicas de virulencia que

le permite lesionar las células intestinales o alterar la funcién del intestino ©3),
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En la actualidad existen 6 serogrupos principales de E. coli que ocasionan

diarreas:

@® E. coli Enterotoxigénica (ETEC): es la causa mas comun de diarrea en el

viajero, coloniza el intestino delgado, posee fimbrias que le permiten adherirse
fuertemente y suministrar la toxina al epitelio. Produce 2 toxinas, una termolabil (LT) y
otra termoestable (ST), o ambas a la vez, actuan al desencadenar el sistema

adenilciclasa y aumentar la secrecién de agua y electrdlitos 4.

Es de vital importancia detectarla en nifios lactantes menores de 2 afios ya que
puede tornar a una infeccion grave, su frecuencia va del 10 al 30% en nifios que

presentan diarrea, su periodo de incubacion va de 14 a 50 horas y se transmite por

contaminacion fecal de agua y alimentos .

@ E. coli Enteropatdégena (EPEC): infectan principalmente a los nifios menores

de 2 afos en los paises en vias de desarrollo. Produce un cuadro de diarrea acuosa
que segun su intensidad puede acompanarse de desequilibrio hidromineral o acido-
basico, vomito y fiebre. Con frecuencia el episodio de diarrea aguda se prolonga o

evoluciona a diarrea persistente .

La adherencia que presentan sus fimbrias a las membranas de las células del
epitelio intestinal y su posterior destruccion de las microvellosidades es su principal
mecanismo de patogenicidad. Puede ocasionar brotes o casos aislados de diarrea y su
forma de transmision es fecal-oral por manos contaminadas de manipuladores de

alimentos 7.

@ E. coli Enteroinvasiva (EIEC): Produce diarrea con sangre que como sucede

con otros agentes invasivos puede ir precedida por una diarrea acuosa inicial.

En general produce una disenteria muy parecida a la de la Shigella sp, pero con

(98)

sintomas mucho mas atenuados , recordando que estas dos bacterias estan
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relacionadas de manera genética y bioquimicamente (descarboxilasas negativas, no

moviles y lactosa negativas).

Invade el epitelio del colon, al adherirse primero a las vellosidades de la mucosa
mediante mucinasas y adhesinas, para después entrar a la célula por endocitosis,

multiplicarse y expandirse a otras células sanas 9.

Su transmisién es de persona a persona, por ingestion de alimentos y agua

contaminada.

@ E. coli Enterohemorrégica (EHEC): La diarrea con sangre no invasiva tiene

como prototipo a la E. coli Enterohemorragica, provoca una colitis hemorragica sin

fiebre y existe la posibilidad de que aparezca el sindrome hemolitico urémico %%,

El serotipo O157 H7 puede dar lugar a manifestaciones clinicas muy graves, es
debida al consumo de carne cruda o mal cocida, pero también se ha encontrado en

leche bronca, agua contaminada y algunas frutas y vegetales como la lechuga, rabanos
101)

y alfalfa ¢

La produccion de toxinas como la STX (Shigatoxina), origina colitis hemorragica
y diarrea con sangre, ya que esta toxina es el principal mecanismo de patogenicidad y
su sintesis esta relacionada con la presencia del bacteriéfago STX, que esta insertado

en el genoma (%2, Su periodo de incubacion va de 1 a 8 dias.

©® E. coli Enteroagregativa (EAEC): Coloniza el colon. Se adhiere a las células

epiteliales del colon con fimbrias de adherencia. En nifios produce diarrea acuosa, de

color verde, con moco y sin sangre. Puede haber pérdida significativa de agua vy

electrolitos. Se asocia con frecuencia a diarrea persistente "%,
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En el mecanismo de patogenicidad de EAEC estan implicadas la bacteria y
diversas moléculas que produce; tiene la capacidad de incrementar en la mucosa la
produccion y secrecidon de moco que atrapa a las bacterias que se autoaglutinan en
una fina pelicula en el epitelio intestinal. La produccion de moco puede estar

relacionada con la capacidad de EAEC para colonizar persistentemente el intestino y

causar diarrea ("%,

El sitio blanco de dano de EAEC puede ser la mucosa del intestino grueso y
delgado, con un periodo de incubacion de menos de ocho horas y puede durar hasta
18 6 20 dias %,

® E.coli de Adherencia Difusa (DAEC):

Se ha descubierto una fimbria de superficie (F1845), que esta relacionada con el
fenobmeno de adherencia difusa. Es capaz de formar estructuras protuberantes, las
cuales le confieren proteccion a las bacterias, pero la presencia de dichas estructuras

no se ha demostrado in vivo.

El grupo DAEC se puede aislar tanto de personas sanas como en personas con
diarrea, siendo mas importante en nifos de 4 a 5 afos. Los principales sintomas que

se presentan son diarrea acuosa sin sangre y sin leucocitos %),

3.2.- AISLAMIENTO E IDENTIFICACION DE E. coli PATOGENA.

Escherichia coli se puede aislar e identificar de multiples formas; desde aquellas
clasicas: basandose en sus caracteristicas bioquimicas y/o seroldgicas, las que
incluyen animales o ensayos en cultivos celulares, y aquellas mas modernas, rapidas y

con alta especificidad como las técnicas de Biologia molecular.
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B CULTIVO BACTERIANO Y PRUEBAS BIOQUIMICAS.

Se emplean medios selectivos y diferenciales como el MacConkey y el Eosina
mas Azul de metileno, respectivamente, utilizando directamente materia fecal o hisopo
rectal, después del periodo de incubacion, se observan el crecimiento bacteriano. La E.
coli de flora normal es lactosa positiva, pero si en el medio crecen lactosas negativas,
pudieran ser EIEC, que generalmente se encuentra si la muestra es diarrea con sangre
(107)

La identificaciéon se hace mediante pruebas bioquimicas en como TSI, LIA, MIO,

citrato, sorbitol, mucato, urea, rojo de metilo, Voges Proskauer, malonato y caldo
108)

manitol-rojo de fenol ¢

Se debe tener precaucion con el numero de resiembras que se hacen a las
cepas después del primoaislamiento, ya que la estabilidad de la capacidad toxigénica
de la bacteria varia de un microorganismo a otro y se pierde con un alto numero de
pases, principalmente en los serotipos O2:H5 y O73:H34 mientras que en las cepas
026:H11 es muy estable (1%

B SEROLOGIA.

Se utilizan cepas aisladas en tubos de base de agar sangre (BAB), para
posteriormente hacer la serologia. Se utilizan sueros polivalentes A, B o C de EPEC,

en nifios con diarrea con moco y sangre, especialmente menores de un afio 1%,

La identificacion del grupo EHEC se puede hacer por serotipificaciéon o bien por
poner de manifiesto la produccion de la toxina STX también se puede cuantificar la
elevacion de anticuerpos dirigidos hacia el lipopolisacarido de E. coli O157:H7, asi

como demostrar la presencia de factores de virulencia como pO157 (19,

B MODELOS ANIMALES.

La evidencia de la produccién de las toxinas LT y STX de E. coli se puede realizar

por un modelo “in vitro” que permita observar el efecto citopatico en cultivo de células
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Vero (células de rindbn de mono verde), CHO (células de ovario de hamster chino) o

HelLa (células de carcinoma cérvico-uterino) "").

La toxina y las células se dejan en contacto hasta observar la aparicion de un
efecto citotdnico (células alargadas) en el caso de toxina LT o bien efecto citotoxico

(células redondas y muertas) debido a la toxina STX 7).

B ESTUDIOS MOLECULARES.

Las técnicas moleculares para la identificacion de cualquiera de los 6 grupos de
E. coli, se realizan principalmente mediante la reaccién en cadena de la polimerasa

(PCR), la cual es una técnica con alta especificidad, sensibilidad y muy rapida.

La PCR permite el copiado o amplificacion “in vitro” de regiones de ADN, en
forma exponencial. La hibridacién se realiza entre el ADN blanco presente en la
muestra y el iniciador, que es una secuencia conocida de un fragmento especifico de

un gen involucrado en la patogenicidad de cepas de E. coli ("),

La sintesis “in vitro” del fragmento de DNA o amplificacion se efectua mediante
cambios de temperatura en tres fases: una de desnaturalizacidn, una de hibridacion y
fase de alargamiento, cuyas condiciones seran diferentes en funcién del gen que se
desea amplificar. Los reactivos necesarios para la PCR de cada muestra son
nucledtidos de adenina, timina, citocina, guanina, MgCl,, iniciadores y enzima Taq

polimerasa ("%,

Al finalizar la amplificacion se toman alicuotas y se someten a electroforesis en

gel de agarosa tefiidos usualmente con bromuro de etidio (%,

También se pueden utilizar sondas para la hibridacién en fase sélida como es el
“colony blot”. Las sondas son fragmentos pequenos de DNA que contienen parte de los
genes que codifican para algun factor de virulencia y pueden estar marcadas

S,
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radioactivamente con 32P o no radiactivamente con biotina o digoxigenina y se pueden
usar en ensayos sensibles y especificos para detectar cepas patdgenas de interés

clinico "%,

Se pueden utilizar también, sondas especificas para la toxina termolabil (LT) y
termoestable (ST) del grupo ETEC, para la fimbria Bfp de EPEC, para el locus asociado

con invasividad (ial) de EIEC y para la enterohemolisina (hlyA) de EHEC, entre otros

factores de patogenicidad caracteristicos de las bacterias '),

El colony blot es la transferencia del DNA de una colonia de bacterias a una fase
sélida que puede ser nylon, papel filtro o nitrocelulosa, para su posterior hibridacién.
Para esto las colonias puras, previamente aisladas de pacientes con diarrea, se
inoculan directamente en forma ordenada sobre una placa de agar Luria y se incuban 4
h. a 37 °C. Después de este tiempo se coloca la membrana de nylon sobre la superficie

de la placa con las colonias en crecimiento y se incuba toda la noche ("

Las bacterias se rompen sobre la membrana y el DNA se desnaturaliza al colocar
ésta en una solucion de hidréxido de sodio para posteriormente fijarle el DNA. La
hibridacién se realiza con una sonda marca da con digoxigenina, la cual es un
fragmento de un gen de virulencia especifico, y se pone de manifiesto empleando un
anticuerpo antidigoxigenina conjugado a la enzima fosfatasa alcalina, cuyo sustrato es
el BCIP, y el NBT es el cromégeno que desarrolla un color negro o café cuando se

incuba la membrana a temperatura ambiente y en la oscuridad ('®.

En fechas recientes, se ha desarrollado un ensayo que utiliza la tecnologia de
microarreglos de DNA, en la que se usan sondas con genes especifi cos de serotipos
de E. coli como el 055, 0111, O114, O128 y el O157.87 La misma tecnologia de
microrreglos se ha usado para extender el perfi | de deteccién de antigenos somaticos

de E. coli, asi como a los antigenos flagelares ('),
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

En el Hospital Infantil de Morelia “Eva Samano de Lopez Mateos” la parasitosis
intestinal por Blastocystis sp siguen siendo una causa importante de consulta, sin
embargo, al no conocer de manera definida la patogenicidad del mismo, la aplicacion
del tratamiento a veces no es realizada de una manera adecuada, por lo tanto con la
realizacion de este trabajo se pretende contribuir en el conocimiento de estas

infecciones para ayudar a restablecer la salud de los pacientes.

Asi mismo, es necesario conocer datos actuales de frecuencia y distribucion de

Blastocystis sp en nifios con sintomas gastrointestinales remitidos del servicio de

consulta externa del Hospital Infantil de Morelia “Eva Samano de Lépez Mateos”.
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JUSTIFICACION.

La reportes sobre la frecuencia de Blastocystis sp varian desde el 1.5 al 10% en

paises desarrollados y del 30 al 60% en paises en vias de desarrollo '8,

Estudios realizados en Venezuela, demuestran la presencia de Blastocystis sp

(119) " Asi mismo,

en un 9.2% en nifios menores de 5 afos con diarrea aguda infecciosa,
Rincdn y cols., demuestran que el 36.2 % de los individuos presentan enteroparasitos,

siendo el Blastocystis sp en ambos casos el parasito mas frecuentemente encontrado
(120)

En Lima, Pajuelo Camacho analizando muestras fecales de pacientes
hospitalizados y de consultorios externos en el Hospital de Emergencias Pediatricas
reportaron una incidencia de 34,3% de Blastocystis sp, siendo el enteroparasito no

helmintico mas frecuente (2",

Soriano y colaboradores en Argentina estudiaron las parasitosis que se
presentaban en dos grupos: preescolares (2 a 5 afios) y escolares (6 a 14 afos), en los
cuales se identificaron 7 especies de protozoos intestinales incluyendo patégenos vy
comensales y 4 especies de helmintos. Blastocystis sp fue la especie parasitaria mas
frecuente en ambos grupos, seguido por Enterobius vermicularis, Giardia lamblia,

Entamoeba histolytica y Ascaris lumbricoides. (%2

En el estado de Guerrero, México, se determind la prevalencia de Blastocystis
sp, analizando una muestra de excremento, en tres localidades (Chilpancingo,
Petaquilla y Tixtla) con un total de 1,138 nifios preescolares y escolares, de ambos
sexos. Blastocystis sp ocup6 el primer lugar con el 61% de los CPS positivos. El 90%
de los casos fueron parasitosis unica. El 58% de los nifios aparentemente sanos y con

Blastocystis sp declararon tener algun sintoma gastrointestinal. La asociacion del

parasito con dolor abdominal y beber agua de Ia llave tuvo diferencia significativa (1%%.
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En un estudio realizado en Turquia por Kaya y cols, en el que se incluyeron 52
pacientes con Blastocystis sp en heces y ningun otro agente patdogeno; se describen
como sintomas principales: dolor abdominal (76.9%), diarrea (50%) y plenitud
abdominal (32.6%) (2%,

En la India, Bratt y cols, estudiaron 389 pacientes los que fueron evaluados
microscopicamente para detectar la presencia de Blastocystis sp, demostrando una
incidencia del 11% para este parasito, siendo los principales sintomas referidos: dolor
abdominal (78.9%), anorexia (52.6%), diarrea (47.3%) y flatulencias (47.3%) (1%,

Asi mismo, en un hospital en Arabia Saudita, Qadri y colaboradores reportan
que los pacientes con blastocistosis presentaron: dolor abdominal (87.9%),
constipacion (32.7%), diarrea (23.4%), vomito (12.5%) y fatiga (10.51%) (1?9,

Dado que la patogenicidad de Blastocystis sp, aun esta en controversia, ya que
no se han encontrado mecanismos de virulencia, algunos autores han sugerido que la
presencia de enterobacterias al hacer sinergismo con el parasito, puede ser la

responsable de la patogenicidad.

En Bagdad, Magdi, estudié la asociaciéon entre el Blastocystis sp y las
enterobacterias, incluyé 200 muestras de heces realizando examen microscopico y
cultivo bacteriano; 67% de estas muestras mostraron un solo enteropatégeno, 21%
muestran asociaciéon y 12% fueron negativos. Con respecto a la asociacién del parasito
con las enterobacterias se demostroé en 12% de los casos, sugiriendo la posibilidad
de que algun tipo de sinergismo pueda existir, el dafio hecho por el parasito al
recubrimiento de la pared intestinal, puede dar lugar a la posibilidad a alguna bacteria

patogena para invadir el intestino (1?7,

Asi mismo, en China, Qiao y colaboradores, usando tinciones como la de
hematoxilina y yodo-lugol, ademas de -cultivos celulares como el RPMI-1640,
determinaron que el hecho de que al no estar presente otros agentes patégenos en la
mitad de muestras positivas con Blastocystis sp, este podia causar la enfermedad de

forma independiente y que su patogenia puede estar relacionado con cambios micro-
128)

ecoldgicos intestinales ¢

S,
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Con respecto al tratamiento para erradicar al parasito, varios medicamentos han
sido probados, sin embargo, si las enterobacterias juegan un papel en la patogenicidad

del parasito, se requiere una alternativa de tratamiento.

La nitazoxanida ha sido exitosa en la erradicacion de la forma vacuolar de
Blastocystis sp, al igual que en la remision de sintomas y erradicacion del parasito en

pacientes con SIDA (129

. Asi como por Diaz y Mondragén en el Estado de México en
nifos con una eficacia global del tratamiento de 84 %, siendo bien tolerado y sin

efectos adversos (39,

En Iran, se comparo la eficacia del metronidazol a dosis de 250-750 mg, 3 veces
al dia, por 10 dias, obteniendo una eficacia del 33.3%, comparandolo con Trimetroprim
con Sulfametoxazol y demostrando con este medicamento una eficacia del 22.2%. Los
autores concluyen que en este tipo de infecciones graves es probable que exista una

resistencia a éstos farmacos, ya que no en todos los individuos son efectivos "%.

Por otra parte, el Trimetroprim con Sulfametoxazol ha sido reportado con una
eficacia del 97.3% en estudios realizados en Turquia en pacientes a los que se les
demostrd la presencia de Blastocystis sp y se descartaron agentes de etiologia
bacteriana o viral, los autores consideran que es una buena opcién la administracion de

este antibiotico en casos de blastocistosis (7.

En Venezuela se estudiaron 14 individuos infectados (7 varones y 7 hembras),
con edades entre 5-79 anos, para demostrar la eficacia del Secnidazol contra el
Blastocystis sp; los pacientes fueron evaluados clinica y parasitolégicamente antes y
después del tratamiento. La dosis del medicamento fue de 2g en adultos y 30
mg/Kg/peso en nifos. En 14,3% (2/14) de los pacientes se elimino el parasito y en el
resto, se observo disminucion significativa del numero por campo (p< 0,05), de la

frecuencia de formas vacuolares (p=0,001) y formas granulares (p<0,05) y disminuyd la

positividad del examen directo (p<0,001) "2,
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OBJETIVOS.

OBJETIVO GENERAL.

Valorar el papel de Escherichia coli en la patogenicidad del Blastocystis sp y
estimar la frecuencia y distribucion de Blastocystis sp en niflos con sintomas

gastrointestinales en nifios que acuden al Hospital Infantil de Morelia.

OBJETIVOS ESPECIFICOS.

1. Describir la asociacion de Escherichia coli patégena con Blastocystis sp en nifos
que presenten sintomas gastrointestinales.
. Enlistar los sintomas gastrointestinales en nifios con Blastocystis sp, en
infecciones unicas o mixtas.
Determinar la frecuencia del parasito.
4. Conocer la distribucion de Blastocystis sp por sexo, grupos etarios y
estacionalidad.

. Conocer la asociacion de Blastocystis sp, con otros parasitos intestinales.

HIPOTESIS.

HIPOTESIS.

La patogenicidad de Blastocystis sp no depende de la asociacion con alguna

enterobacteria patbgena como Escherichia coli.

QFB-UMSNH




METODOLOGIA.

Es un estudio de tipo prospectivo, descriptivo, transversal. Se incluyeron
muestras de heces, pertenecientes a 329 nifios remitidos al Laboratorio de
Investigacion en Microbiologia y Parasitologia, del servicio de Consulta Externa del
Hospital Infantil de Morelia, quienes presentaban sintomas gastrointestinales diversos y
a los cuales se les realizd6 examen Coproparasitoscépico (CPS) en serie y coprocultivo
(CPC); en el periodo comprendido entre el 10 de Diciembre de 2009 al 28 de Mayo de
2010.

Las muestras fueron procesadas por examen directo con solucién salina
isotonica, de concentracion por flotacion (Técnica de Faust), por sedimentacion

(Técnica de Ritchie), Tincion tricrémica y Micrometria.

B CRITERIOS DE INCLUSION.
Esta investigacion se realizoé en nifios de 1 a 15 afios, que presentaban sintomas
gastrointestinales y a los cuales se les aplic6 una encuesta para conocer los mismos, y
a quienes se les demostré la presencia de Blastocystis sp s6lo o asociado a otros

parasitos, y se les realizé coprocultivo.

B CRITERIOS DE EXCLUSION.
Nifios a quienes se les demostré la presencia de Blastocystis sp, que hayan

recibido tratamiento, 15 dias antes de iniciar el estudio.

B CRITERIOS DE ELIMINACION.
Pacientes a quienes no se les realizd coprocultivo o a quienes no hayan

contestado encuesta.
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MATERIAL Y METODOS.

A los niflos pacientes se les da por escrito las indicaciones para tomar las
muestras correctamente (anexo 1), estas son procesadas por las técnicas de examen
directo en fresco con solucion salina, concentracion por flotacion y por sedimentacion,
tinciones y micrometria (anexo 2), y asi como coprocultivo (anexo 3) para realizar la

busqueda de enterobacterias.

Las muestras de heces, son llevadas al Laboratorio acompafadas de una
solicitud donde se indican datos como: nombre del paciente, edad, sexo, fecha de
solicitud del estudio, diagnostico presuntivo, numero de expediente, servicio de

procedencia y el nombre del médico que solicita el estudio.

B UNIDADES DE OBSERVACION.
Pacientes a los que se les demostrd la presencia de Blastocystis sp sélo y/o

asociado a alguna enterobacteria.

B TECNICAS DE ANALISIS ESTADISTICO:

Descriptivo: utilizando numeros absolutos, tasas y porcentajes.

Se realizé un formato en Microsoft Excel para determinar las variables de estudio
y poder establecer la frecuencia, distribucidén, sintomatologia y resultados del
coproparasitoscopico y del coprocultivo realizado, este formato debera llevar los
siguientes puntos; Nombre y niumero de identificacién del paciente, edad, sexo, fecha,
resultado del examen CPS y del Coprocultivo. Los datos fueron extraidos de las
tarjetas y bitdcoras del laboratorio de Investigacion en Microbiologia y Parasitologia, de

este Hospital.

B CRITERIOS DE VALIDEZ:
Examen en fresco verificando que la morfologia del parasito coincida con la
morfologia estandar diagndstica.
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RESULTADOS

Atendiendo a los criterios, se incluyeron 48 pacientes, en el 46 % se encontr6 a
Blastocystis sp como unico agente, asociado a comensales en 25%, a parasitos
patogenos en 17 % y a enterobacterias en 12%, (Tabla 1), encontrandose mayormente

asociado a Entamoeba coli, Endolimax nana y Giardia lamblia.

ASOCIACION NUMERO PORCENTAJE

Blastocystis sp UNICO 22 46 %

PARASITOS COMENSALES. 12 25 %

PARASITOS PATOGENOS. 17 %

Escherichia coli PATOGENA. 6 12 %

TOTAL: 48

Tabla 1. Asociaciones de Blastocystis sp con parasitos y Escherichia coli patogena.

Con respecto a los sintomas gastrointestinales que presentaron los nifios con
infeccion unica por Blastocystis sp, se observan que los mas frecuentemente
encontrados son: dolor abdominal (77.2%), flatulencias (68.1%), plenitud abdominal
(63.6%) y periodos de constipacion (50%) Tabla 2.

Cuando existe la asociacion de Blastocystis sp con Escherichia coli

PATOGENA, los sintomas principalmente referidos fueron dolor (83.3%), plenitud
abdominal (50%), flatulencias (50%) y bruxismo (50%) (Tabla 3)
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SINTOMA GASTROINTESTINAL NUMERO (%)
1.- DOLOR ABDOMINAL 17 (77.2 %)
2.- FLATULENCIAS 15 (68.1 %)
3.- PLENITUD ABDOMINAL 14 (63.6%)
4.- PERIODOS DE CONSTIPACION. 11 (50 %)
5.- HECES BLANDAS 9 (40.9%)
6.- NAUSEAS 9 (40.9%)
7.- BRUXISMO 9 (40.9%)
8.- VOMITO 4 (18.8 %)
9.- PRURITO ANAL. 4(18.8 %)

TOTAL:92 |
——

Tabla 2. Sintomas asociados a infeccion por Blastocystis sp.

SINTOMA GASTROINTESTINAL NUMERO (%)

1.- COLICOS/DOLOR 5(83.3 %)

2.- FLATULENCIAS 3 (50 %)

3.- PLENITUD ABDOMINAL 3 (50 %)

4.- BRUXISMO 3 (50 %)

5.- HECES BLANDAS/DIARREA 2 (33.3 %)

6.- PERIODOS DE CONSTIPACION. 2(33.3%)

7.- PRURITO ANAL. 2(33.3 %)

8.- VOMITO 1(16.6 %)

9.- NAUSEAS 1(16.6 %)
TOTAL: 6

Tabla 3. Sintomas presentados en infeccion por Blastocystis sp asociado con
Escherichia coli PATOGENA
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Como puede observarse, los sintomas son mayormente referidos por los
pacientes en parasitosis Unica que asociada a Escherichia coli, a excepcién del dolor
abdominal que fue mas mencionado en infecciones mixtas, asi como bruxismo y el

prurito anal (Grafico 1).

100.00%

M Blastocystis sp
+ Escherichia
coli PATOGENA

LI Blastocystis sp
UNICO

Fuente: Archivo del Laboratorio de Investigacion en Microbiologia y Parasitologia. HIM

Gréfico 1. Comparacién de Sintomas Gastrointestinales en Parasitosis Unica o Mixta.

De los 329 ninos estudiados, el 34% tenian parasitos patégenos y/o patégenos-
comensales, 3 % parasitos comensales y el 63% de los nifios no tenian ningun

parasito (Grafico 2).
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E NEGATIVOS

B COMENSALES

i PATOGENOS/
PATOGENOS-
COMENSALES

Total:329

Fuente: Archivo del Laboratorio de Investigacion en Microbiologia y Parasitologia. HIM

Gréfico 2. Frecuencia de Parasitos. HIM.

Blastocystis sp fue el parasito mas frecuentemente encontrado (81.14%),
seguido de Giardia lamblia (4.91%) y Entamoeba coli (4.91 %) (Gréfico 3).
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Fuente: Archivo del Laboratorio de Investigacion
en Microbiologia y Parasitologia. HIM

4.91% 4.91% 3.27% 0.81% 0.81%

TOTAL: 122

Gréafico 3. Frecuencia de Parasitos Intestinales.

De los casos encontrados con Blastocystis sp, 53% pertenecian al sexo

femenino y 47% al sexo masculino (Gréfico 4).

MASCL:LINO FEMENINO
47% 53%

TOTAL: 99

Fuente: Archivo del Laboratorio de Investigacion
en Microbiologia y Parasitologia. HIM

Grafico 4. Distribucién por Sexo de Blastocystis sp.
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En cuanto a la distribucion por grupos etarios, se observa que el Blastocystis sp,
afecta tanto a los nifios preescolares como a los escolares, principalmente los de 7

anos (Gréfico 5).

TOTAL: 99

51123
7
8 9 49 11 12 43 »
15 S/E

Fuente: Archivo del Laboratorio de Investigacion

en Microbiologia y Parasitologia. HIM

Gréafico 5. Distribucidon de Blastocystis sp por grupos etarios.

Con respecto a la estacionalidad que presentd el parasito en el periodo de
estudio, estuvo presente en todos los meses, incrementando el numero de casos en el

mes de Mayo (Grafico 6).
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Fuente: Archivo del Laboratorio de Investigacion
en Microbiologia y Parasitologia. HIM

Grafico 6. Estacionalidad Blastocystis sp en nifios del HIM.

En los pacientes a los que se les demostrd la presencia de Blastocystis sp, se

encontré6 como unico agente en el 43.5% y asociado mayormente a Entamoeba coli,

Endolimax nana y Giardia lamblia (Tabla 4).

ASOCIACION. NUMERO PORCENTAIJE
51 43.5%

Blastocystis sp UNICO

Entamoeba coli 25 21.3%

Endolimax nana 18 15.4%
14 12 %
8 6.8 %

1 0.8%

Giardia lamblia
Entamoeba hartmanni

Cyclospora cayetanensis

Tabla 4. Asociaciones de Blastocystis sp con parasitos.
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DISCUSION.

Estudios realizados en Iraq en el que se pretendia demostrar el sinergismo o
antagonismo que tiene Blastocystis sp con otros patdgenos, para asi apoyar la teoria
de que es causante etiologico de diarreas, se reportan los siguientes datos: 43% de los
aislados correspondieron a Blastocystis sp, 8% a bacterias y 37% a otros parasitos,
estos resultados son muy similares a los encontrados en este estudio; 46% Blastocystis
sp, 42% a parasitos y 12% con enterobacterias, demostrando que éste parasito no

necesita de las enterobacterias para causar malestares gastrointestinales 2",

En una comunidad rural de Jordan, se hicieron estudios para demostrar la
etiologia en pacientes con gastroenteritis, revelando que Blastocystis sp era causante
de un 30% de diarrea en éstos pacientes, concluyendo que éste no depende de
enterobacterias como Escherichia coli que fue causante del 11.1% de estas infecciones
gastrointestinales, manifestando asi la patogenicidad del parasito, como causante de

diarrea, concordando con los resultados de nuestra investigacion (133)

De manera similar, Qiao y cols, en China, determinaron la relacién que tienen las
enterobacterias en la patogenicidad del Blastocystis sp, indicando que al no encontrar
bacterias patdégenas en el intestino y comprobando unicamente la presencia de
Blastocystis sp en pacientes con diarrea, se pone de manifiesto que éste parasito es

capaz de producir por si mismo enfermedad gastrointestinal %),

Entre los sintomas gastrointestinales mas mencionados por nuestros pacientes
se encontraron; dolor abdominal (77.2%), flatulencias (68.1%) y plenitud abdominal

(63.6%), datos similares reportan Kaya y cols., en Turquia (%%,

En este mismo sentido, se reportan datos que demuestran que los sintomas mas

comunes presentes en la blastocistosis son: dolor abdominal, constipacion, diarrea y

flatulencias; en Iraq "** y Arabia Saudita ("%,

QFB-UMSNH




Salinas y cols, en Peru, demuestran que los sintomas atribuidos a blastocistosis,
son muy poco especificos, y que incluyen diarrea, dolor abdominal, nauseas y
flatulencias, y que éstos no van acompafiados con fiebre, confirmando caracteristicas

iguales en nuestro estudio ®

En el presente estudio, se encontré una frecuencia de parasitos del 37%, datos
similares son reportados en Venezuela por Rincon y cols, quienes estudiaron nifios del

Hospital Infantil, de Maracaibo, Zulia y encontraron una frecuencia del 36.2% %0,

En Peru, Pajuelo y cols, reportan una incidencia de parasitos del 50.9% en el
Hospital de Emergencias Pediatricas de Peru, mostrando una frecuencia parasitaria

mas alta que la que encontramos en esta investigacion (37%) (12",

El parasito mas encontrado fue Blastocystis sp, coincidiendo con lo reportado en
Venezuela por Devera y cols, que estudiaron una estancia educativa del estado de

(134

Bolivar, encontrando una prevalencia muy alta de este parasito del 86.06% ) al igual

que en Brasil con una frecuencia del 40.9% (">,

Haciendo una comparacion con estudios hechos en el estado de Guerrero,
México, se nota al igual que en este estudio, que el Blastocystis sp, es el parasito mas

frecuente, en este caso en la poblacion infantil, al encontrar un 61% de prevalencia "%,

Datos muy contrastantes se reportan en Japon, en donde se demostré que en

3,292 pacientes del Hospital Ryukyu, sélo existe una frecuencia del Blastocystis sp del
1% (%),

En la presente investigacion, en los pacientes parasitados con Blastocystis sp, se
detectd un 53% de pacientes pertenecientes al sexo femenino y un 47% en el sexo

masculino, variaciones minimas reportan en Tailandia por Saovanee " y en

Venezuela *® (51% sexo masculino y 49 sexo femenino).

En base a la distribucién de Blastocystis sp, por grupos etarios, se encuentra que

este parasito se puede encontrar tanto en nifios preescolares como escolares,
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demostrando una incidencia mas alta a los 7 afios de edad, esto se asemeja a estudios
realizados en el estado de Guerrero al encontrar en una poblacion infantil que el 31.2%

que presentaba Blastocystis sp eran preescolares y el 68.2% eran nifios escolares "%,

En base a las asociaciones de Blastocystis sp con otros parasitos, al igual que en
EUA se ha demostrado que cuando esta relacionado con parasitos como Endolimax
nana, y se observa una alta prevalencia como la que se demuestra en este estudio

(81.14%), Blastocystis sp es considerado como el agente etioldgico de diarrea %9,

Al igual que en nuestra investigacion, Devera y cols en Venezuela, demuestran

que los parasitos mas asociados a Blastocystis sp, son Entamoeba coli, Endolimax

nana y Giardia lamblia *%.
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CONCLUSIONES.

En esta investigacién, se demuestra que Blastocystis sp, es el parasito mas

frecuente en nifios que acuden al Hospital Infantil de Morelia (81.14%), asi mismo, que

no necesita la asociacion o sinergismo con alguna enterobacteria como la Escherichia
coli, para provocar enfermedad o manifestaciones gastrointestinales, tales como: dolor
abdominal (77.2%), flatulencias (68.1%), plenitud abdominal (63.6%), periodos de
constipacion (50%), ya que dichos sintomas fueron mencionados por los nifios con

Blastocystis sp y sin enterobacterias.
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RECOMENDACIONES.

El laboratorio encargado del diagnostico parasitolégico, debera de reportar los

casos de parasitosis por Blastocystis sp, incluyendo la forma observada.

El médico tratante de la infeccion parasitaria por Blastocystis sp, debera
recomendar la administracion de tratamientos que ayuden a eliminar los
sintomas presentados por el paciente, este se elegira de acuerdo a los sintomas

manifestados por los mismos.

En caso de diarreas, es necesario demostrar el agente etiolégico de la infeccion,

e incluir la busqueda de Blastocystis sp en el diagndstico diferencial.

Es muy importante realizar encuestas sobre los sintomas gastrointestinales que

presentan nuestros pacientes, asi como incluir preguntas de los posibles

factores de riesgo que puedan referir los mismos.

Promover campanas en los que se capacite a médicos, quimicos-
farmacobidlogos, laboratoristas; encargados del diagnostico y tratamiento de

esta parasitosis, sobre la importancia epidemiologica del Blastocystis sp.

Es muy importante, educar y ensefiar a la poblacion, de las posibles causas de
transmision de este parasito, para que mantenga las medidas de control de las

infecciones de transmision fecal - oral o por alimentos o agua contaminadas.
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ANEXOS.

B ANEXO I

INDICACIONES PARA LA RECOLECCION DE MUESTRAS

A)

PACIENTES FORANEOS

Se requieren dos muestras con conservador (formol) y una fresca

Para las muestras con conservador se debe colocar un pedazo de excremento del
tamafo de una nuez en el frasco con formol.

Homogenizar perfectamente con ayuda del abatelenguas hasta dejar una
consistencia de un atole espeso.

Repetir el procedimiento hasta completar 2 muestras (de dias diferentes).

Para la recoleccién de la muestra fresca colocar un pedazo de excremento del
tamafo de una nuez en un frasco limpio con tapadera. Remitir al laboratorio antes
de 24 horas de haber sido colectada. Las muestras pueden ser obtenidas a
cualquier hora del dia, no deben de extraerse de la taza de bafio. No es necesario
el ayuno.

Las muestras se reciben de 7:30 a 10:00am de lunes a viernes y los resultados se
anexan al expediente alas 14:00 horas.

Si las muestras se entregan después de las 10:00 am los resultados se anexan al
expediente al dia habil siguiente a las 14:00 horas.

PACIENTES LOCALES

Colocar un pedazo de excremento del tamafio de una nuez en un frasco limpio con
tapadera.

La muestra no debe extraerse de la taza del bafio.

Remitir al laboratorio antes de 1hora de haber sido colectada. 2 muestras deben
contar con menos de 24 horas y una de menos de hora. Las muestras pueden
ser obtenidas a cualquier hora del dia. No es necesario el ayuno.

Repetir el procedimiento hasta completar 3 muestras.

Las muestras se reciben de 7:30 a 10:00am de lunes a viernes y los resultados se
anexan al expediente a las 14:00 horas el dia que entregue la ultima muestra.
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B ANEXO 2:
TECNICAS COPROPARASITOSCOPICAS.

A)EXAMEN MICROSCOPICO DIRECTO EN FRESCO.

La técnica mas sencilla y simple para el analisis de las muestras fecales es el
examen en fresco, particularmente cuando son diarreicas. La muestra puede tomarse
directamente de la materia fecal o de muestras concentradas. Los reactivos mas
usados son la solucion salina isotdnica (SSI), el lugol y el azul de metileno amortiguado
(AMA).

La observacion en fresco con SSI se usa para el examen inicial microscoépico
de las heces y se emplea para buscar los huevos y larvas de los gusanos, trofozoitos
y quistes de protozoarios. El examen en fresco con lugol se usa para tedir el
glucégeno vy el nucleo de los quistes, por lo que si éstos estan presentes pueden
identificarse especificamente con este método. El examen directo en fresco con AMA,
debe efectuarse cada vez que se observen trofozoitos de amiba en la preparacién en
fresco con SSI o cuando se sospeche la presencia de éstos. EI AMA tifie trofozoitos
de amibas pero no tifie los quistes, ni trofozoitos o quistes de flagelados. EI AMA es
apropiado solo para muestras que estén frescas no debe usarse en muestras
preservadas en donde los organismos han muerto (4% 141,

Material:

v" Aplicadores de madera
Portaobjetos de 26X76 mm
Cubreobjetos de 22X22
Solucién salina isoténica
Lugol
Solucion de azul de metileno amortiguado (AMA)
Solucion 1:1 de parafina y vaselina
Microscopio

Procedimiento:

1. Colocar por separado en cada extremo de un portaobjetos una gota de solucion
salina isoténica y otra de lugol.
. Con el aplicador, tomar una muestra representativa de heces (muestras con moco
y sangre elegir la parte que contiene para estudiarla).
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. Mezclar con la soluciéon salina isoténica, procurando hacer una suspension y no
un frote.

. Quitar de la suspension fibras y otros fragmentos sélidos.

. Colocar el cubreobjetos. Sellar con la solucion de vaselina-parafina 1:1. Observar
con objetivo 10X.

. Repetir esta operacién en la preparacion con lugol. Las muestras tefidas con lugol
se utilizan para examinar quistes de amibas, flagelados, ciliados y/o huevos de
helmintos, etc. Aunque los quistes se pueden detectar con objetivo de 10X,
siempre debe utilizarse el objetivo de mediano poder de resolucion (40X) para
examinar las caracteristicas de los quistes, los cuales ademas deben medirse
para asegurar su identificacion.

. Se deben ver perfectamente los elementos en la preparacion sin que se dificulte la
observacion por exceso de detritus.

. Examinar en el microscopio con objetivos de 10Xy 40X.

. En caso de observar trofozoitos de amiba en la muestra con SSI, colocar una gota
de AMA en el portaobjetos y mezclar la materia fecal.

10.El AMA se usara solo si se observan trofozoitos de amiba en SSI (140 141,

B) METODO DE FAUST.

Este es posiblemente el método mas empleado en el mundo, y aunque no es
muy efectivo en materias fecales ricas en grasas como algunos otros métodos de
flotacion, no concentra muy bien los huevos pesados de la mayoria de los trematodos.
Tiene el mérito especial de ser accesible para la mayoria de los laboratorios, ademas
de ser util para la busqueda simultanea de protozoarios y helmintos.

Material:

<\

Tubos de ensaye sin labios de 13X100 mm.

Solucion de sulfato de zinc, con peso especifico de 1.180.
Vasos o frascos de vidrio (250 ml).

Gasa cortada en cuadros de 10 cm.

Malla de alambre (de mosquitero) en cuadros de 12 cm.

Asa de alambre, terminada en circulo de 5-6 mm de diametro.
Portaobjetos desengrasados de 26X76 mm.

Cubreobjetos de 22X22 mm.

Embudos.

Abatelenguas.

AN NI N N N Y NN
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Solucién parafina-vaselina 1:1

Centrifuga con camisa para tubos Wasserman, que alcance cuando menos
2,500 rpm.

Microscopio.

Gradilla.

Procedimiento:

1. Hacer una suspensién homogénea con uno o dos gramos de materia fecal y 10

ml de agua de la llave.

. Filtrar a través de la gasa colocada en el embudo y colectar la suspension
recibiéndola directamente en el tubo.

. Centrifugar los tubos asi preparados, a 2000-2500 rpm durante 1 minuto.

. Decantar el sobrenadaste y resuspender el sedimento con agua, agitando con un
aplicador.

. Centrifugar nuevamente y volver a decantar el sobrenadante. Esta operacién se
repite hasta que el sobrenadante quede claro.

. Agregar 2 a 3 ml de solucion de sulfato de zinc a los tubos y homogeneizar
perfectamente. luego llenar los tubos hasta 0.5 a 1 cm por abajo de los bordes.

. Centrifugar a 2000 rpm durante 1 minuto. Detener la centrifuga sin freno.

. Recoger con el asa limpia o flameada, la pelicula superficial que se encuentra en
el menisco del tubo durante 2 a 3 ocasiones sucesivas Yy depositarla en un
portaobjetos.

. Colocar 2 gotas de lugol parasitolégico sobre la preparacion y homogeneizar con el
angulo de un cubreobjetos y cubrir la preparacion. Sellar la laminilla.

10.Observar al microscopio con objetivos de 10X y 40X (140:141)

C) METODO DE RITCHIE.

Es un examen CPS semejante al de Barthelemy (1917) y quizas es uno de los
mas referidos en la literatura cientifica, debido a que se toma como prototipo para
comparar otros métodos. Es una técnica de concentracion que demuestra la presencia
de huevos, quistes y larvas, no importa la densidad que tengan. Con el éter que
emplea, elimina muchos detritus organicos y con el formol, usando como fijador, se
mantiene la integridad de las formas parasitarias. Sin embargo, es costoso porque
utiliza varios reactivos, las preparaciones quedan muy sucias ya que la sedimentacion
aparte de concentrar a las formas parasitarias, también concentra contaminantes.
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Material:

<

Solucion salina isoténica.

Formol al 10%

Eter sulfarico comercial.

Tubos conicos para centrifuga de 15 ml.
Gasa cortada en cuadros de 8 cm.
Vasos de precipitados de 100 ml.
Abatelenguas.

Lugol.

Pipetas Pasteur de 20 cm de longitud.
Bulbos de goma.

Portaobjetos de 38X76 mm.
Cubreobjetos de 22X22 mm.

Solucion de parafina-vaselina 1:1.
Microscopio.

NN N N N N N N N N NN

Procedimiento:

1.

10.Observar con el microscopio a seco débil ¢

Colocar por medio de un abatelenguas, aproximadamente 1 g de materia fecal en el
vaso de precipitados, agregar 10 ml de solucién salina, homogenizar.

. Filtrar la suspensién a través de la gasa, recibir en otro vaso, pasar el filtrado al tubo

de centrifuga.

. Centrifugar durante 1 minuto a 2000 rpm. Desechar el sobrenadante.
. Repetir el paso 3 las veces que sea necesario (generalmente 2 a 3) con el fin de

obtener un sedimento mas limpio.

. Agregar 10 ml de formol al 10% y dejar en reposo la suspension aproximadamente

10 minutos (fijacion).

. Agregar 5 ml de éter, tapar el tubo y agitar vigorosamente durante 30 segundos.
. Centrifugar durante 1 minuto a 1500 rpm. Se observan cuatro capas: 1) éter, 2)

restos fecales, 3) formol y 4) sedimentos.

. Pasar una pipeta Pasteur a través de las capas 1, 2 y 3. Extraer con cuidado el

sedimento.

. Colocar una gota del sedimento sobre un portaobjetos, agregar una gota de

lugol, y cubrir con una laminilla. Sellar.
140, 141)
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D) TINCION DE KINYOUN.

. Cubrir la preparacion (previamente fijada) con fucsina durante 3 minutos. Evitar
que la preparacion se seque.

. Enjuagar suavemente con agua de la llave.

. Decolorar con acido sulfurico al 10% por 5 segundos.

. Enjuagar nuevamente con agua de la llave.

. Poner el colorante de contraste (verde brillante al 1%) por 30 segundos.

. Lavar con agua y dejar secar, colocando el portaobjetos en posicién vertical.

. Observar a inmersion (140 141,

E) TINCION TRICROMICA.

Es un método rapido que da buenos resultados en los estudios ordinarios. Es
sencillo, pues no es necesario sobretefiir y luego aclarar para que resalten los detalles
morfolégicos de los parasitos. Tampoco hace falta el mordiente antes de la tincién.
Pero para fines practicos, el aclaramiento de los frotis da mejores resultados, y es
preferible incluirlo. La solucién colorante es estable y puede utilizarse varias veces,
sustituyendo el volumen perdido por la solucién madre. Sin embargo, si se tinen mas
de 15 frotis al dia (en 50 ml), el colorante tiende a perder su fuerza. Si la solucion
colorante se evapora dejandola destapada durante 3 a 8 horas, recobra las cualidades
perdidas. Esto puede lograrse quitando la tapa de la caja de tincidén durante la noche.
La principal diferencia entre la tincién de materias frescas y fijadas con PVA es que
éstas necesitan mas tiempo, omitiéndose ademas la fijacion, pues la solucion PVA ya
realizé esta funcion.

Técnica de tincion con muestras frescas:

1. Fijador de Schaudinn

5 minutos a 50-C, 1 hora a temperatura ambiente

. Alcohol al 70% con yodo (1 minuto).

. Alcohol al 70% (1 minuto).

. Alcohol al 70% (1 minuto).

. Colorante tricromico (2 a 8 minutos).

. Alcohol al 90% acidificado (10 a 20 segundos, o hasta que el frotis ya casi no pierda
colorante).

. Alcohol al 95% (Enjuagar dos veces).

. Carbol Xilol (1 minuto).
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9. Xilol (1 minuto).
10.Se monta con un cubreobjetos, empleando Permount u otro medio semejante.

Preparacion de Reactivos:

» Fijador de Schaudinn modificado:
Cristales de cloruro de mercurio 4.5 g
Alcohol etilico 95% 31 ml
Acido acético glacial 5ml

Disolver el cloruro de mercurio en el alcohol en un frasco con tapén agitando a
intervalos, afadir el acido acético, tapar el frasco y mezclar por agitacion; conservarlo
hasta que sea necesario.

» Colorante tricromico:

Cromotropo 2R 06 g
Verde claro SF 0.15¢
Verde rapido FCF 0.15¢
Acido fosfotungstico 0.7 g
Acido acético glacial 0.95 mi
Agua destilada 100 ml

Carbol — Xilol:
Fenol liquido 1 parte
Xilol 3 parte (140141,

F) MEDICION MICROSCOPICA DE PARASITOS Y SUS PRODUCTOS.

La medicién de los parasitos y sus productos es un recurso valioso para precisar
el tamano de los huevos y de los parasitos en sus estadios de su evolucién y permite
una mejor diferenciacién de ellos y un adecuado diagndstico. Se puede realizar con un
micrémetro ocular u ocular micrométrico y el micrémetro objetivo ("0147),
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Principio: Los micrometros oculares estan grabados con una escala fija que consiste
en 50 lineas paralelas. Cada division del micrémetro ocular representa diferentes
medidas segun el poder de resolucidn del juego de objetivos utilizados en un
microscopio compuesto, por lo tanto para cada juego de oculares y objetivos utilizados,
la escala ocular se debe comparar con una escala calibrada conocida. Es importante
recordar que una vez efectuada la calibracion con un determinado juego de oculares y
objetivos, éstos no pueden ser intercambiables con los componentes correspondientes
de otro microscopio.

Coeficiente micrométrico: Es una cifra que expresa la equivalencia en um de una
division de la escala del micrometro ocular al emplear cada objetivo del microscopio.
Suele denominarse “factor” y la operacion para obtenerlo “calibracion del microscopio”.
El coeficiente micrométrico es inversamente proporcional al poder de amplificacion de
los objetivos utilizados. Habitualmente se obtienen tres coeficientes micrométricos para
cada microscopio usando un solo ocular micrométrico y los objetivos 10X y 45x (seco
débil y seco fuerte) y de 90X 6 100X (de inmersion), pero puede hacerse cualquier
combinaciéon de ocular y objetivo. Para obtener el coeficiente micrométrico hay que

seguir la siguiente técnica (14014,

Materiales:

v' Micrémetro ocular de escala fija. Es un pequeio disco de vidrio de 12 mm de
didmetro, en el cual puede verse grabada una escala de 5 mm, dividida en 50 partes y
generalmente numerada de 10 en 10. Este disco se coloca sobre el diafragma de
cualquier ocular, transformandolo asi en ocular micrométrico. Cada division de esta
escala mide 100 ym.

v" Ocular micrométrico de platina con divisiones de 0.1 y 0.01lmm. Es
esencialmente similar al micrometro ocular, pero la lente va montada sobre un corto
tubo que puede acortarse o alargarse a voluntad por deslizamiento en el tubo externo,
permitiendo asi enfocar con toda precision la escala micrométrica intercalada entre él.

v" Micrémetro objetivo: Es un portaobjetos en cuyo centro se halla grabada una
escala de 1 6 2 mm, dividida en 100 6 200 partes; cada division mide 10 pym.

v" Microscopio compuesto estandar.
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Procedimiento:

1.- Retirar el ocular del microscopio. Si se utiliza un microscopio binocular, se
acostumbra a retirar el ocular X10 derecho.

2.- Desenroscar la lente superior del ocular e insertar la oblea del micrometro de modo
que se apoye en el anillo del diafragma dentro del ocular. Colocar el micrémetro con el
lado grabado hacia abajo. EI micrometro se manipula con pano para lentes y se debe
evitar por todos los medios que algun hilo quede adherido a la superficie.

3.- Reinsertar el ocular. Al observar a través del ocular, la escala del micrometro
aparece como una serie de divisiones alineadas.

4.- Colocar el micrometro de platina bajo el objetivo del microscopio que se ha de
calibrar. Enfocar la escala del micrometro de platina que se ve como una serie de
divisiones de 0.1 y 0.01 mm.

5.- Ajustar el micrometro de platina de modo que la linea “0” de la escala del
micrémetro ocular se superponga exactamente con la linea “0” de la escala del
micrometro de platina.

6.- Sin efectuar ninguna otra manipulacion, observar ambas escalas y hallar el préximo
par de lineas que coincidan exactamente. Con un aumento de 450 X, las lineas
coincidentes son la marca 40 de la escala ocular y la marca de 0.09 mm de la escala
del micrometro de la platina.

Célculos:

El objeto de la calibracién es determinar cuanto mide en ym cada divisiéon de la
escala ocular cuando se calibra contra la escala del micrometro objetivo. Por lo tanto,
40 unidades de la escala del ocular equivalen a 0.09 mm de la escala del micrometro
de platina y cada divisidon del ocular es igual a 0.09 mm/40, o sea 0.00225 mm. Dado
que hay 1000 um en cada milimetro, cada divisién del micrémetro es igual a 0.00225 X
1000, o sea 2.25 ym.
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B ANEXO .

COPROCULTIVO.

El estudio de la materia fecal para el aislamiento e identificacion de bacterias
productoras de diarrea se denomina coprocultivo y es de apoyo para el diagndstico
clinico. Hasta hace pocos afos, la proporcion de los resultados positivos de este
analisis era de 10-20%, aun en las mejores condiciones del laboratorio. Este porcentaje
aumenta si se incluyen en la busqueda a todos los agentes ahora reconocidos, lo que
implica usar varios medios de cultivos selectivos y diferenciales ("%14").

Las muestras fecales se recogen al inicio del cuadro clinico, antes de iniciar el
tratamiento _antimicrobiano y directamente en un frasco limpio de boca ancha y con
tapa hermética, de preferencia estéril. Si se va a procesar en un hospital no es
necesario usar medio de transporte y hay que sembrar de inmediato. En estudios de
campo o cuando el laboratorio no esta cercano, se toman dos hisopos rectales bien
impregnados con materia fecal que se colocan en un medio de transporte como el
Cary-Blair, cuando en el diagndstico se incluye colera y otros agentes. Se utiliza el
medio de transporte Stuart-Amies cuando van a transcurrir mas de dos horas para
procesarlo, aunque no esta determinado que sirva para conservar Vibrio. Se han
disefiado medios de transporte especiales para Campylobacter.

Si la materia fecal es liquida puede recolectarse en un frasco o bolsa y si es
sélida o semisdlida con un hisopo estéril, se recoge una pequefa cantidad de una
evacuacion espontanea reciente, seleccionando las partes mucosas o sanguinolentas.

v" NORMAS GENERALES PARA LA APLICACION DEL PROCEDIMIENTO:

1.- El coprocultivo sera prescrito en ciertas situaciones: en caso de diarrea hemorragica
0 mucoso-sangrienta (sindrome disentérico), en presencia de signos clinicos de
gravedad (deshidratacion, sindrome septicémico, fiebre) en pacientes debilitados o
inmunodeprimidos, en caso de toxiinfeccidon alimentaria colectiva.

2.- Las muestras de heces solo se recibiran si vienen acompafadas de su solicitud de
estudio.

3.- Las muestras solo se aceptaran con un tiempo maximo 2 hrs de haberse
recolectado.

4.- Si vienen en un medio de transporte se aceptaran con un tiempo maximo de 24 hrs
de haberse recolectado.

5.- Si trae tratamiento el paciente solo se recibira a reserva de que el paciente siga con
el padecimiento diarreico.
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6.- La hora de recepcion de nuestra sera de 7.30 amy 7.30 pm
7.- Los resultados se entregaran a las 48 hrs de haber entregado la muestra, si se
necesita el antibiograma se tardaran otras 24 hrs.

Paciente con un
diagndstico de
gastroenteritis
probablemente
infecciosa

Proceso de trabajo para
Coprocultivos

Recepcion y
toma de muestra

Analisis de la muestra

Paciente

~ con

diagnostico
confirmado,
descartado

Informe de
resultados
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B AISLAMIENTO.

Para el aislamiento se utilizan medios diferenciales y selectivos como: Agar
MacConkey, (MC), Agar Eosina Azul de Metileno (EMB), Agar Salmonella Shigella
(SS), Agar verde brillante (BG). Las placas se incuban a 37°C durante 18 a 24 horas y
se observan colonias.

B IDENTIFICACION BIOQUIMICA DE ESPECIES.

La clasificacién de las enterobacterias estd basada en la determinacién de la
presencia o ausencia de diferentes enzimas codificadas por el material genético del
cromosoma bacteriano. Los sustratos sobre los cuales estas enzimas pueden actuar se
incorporan al medio de cultivo. Junto con un sistema indicador que pueden detectar ya
sea la declinacion del sustrato o la presencia de productos metabdlicos especificos.
Las pruebas bioquimicas mas utilizadas para su identificacion son: TSI (Triple Azucar y
Hierro), LIA, MIO (Movilidad, Indol y Ornitina), Citrato, Malonato y Urea.

Procedimiento:

1.- Colocar 1 gota de yodo-lugol y 1 de verde brillante a un tubo con caldo tetrationato.
2.- Con un hisopo, agregar una pequefa cantidad de materia fecal al caldo tetrationato.
3.- Sembrar la materia fecal en 1 placa de MacConkey y 1 de EMB.

4.- Incubar el caldo Tetrationato y las placas inoculadas por 24 horas a 37°c.

5.- Al término de la incubacion; revisar la presencia de colonias bacterianas en placas
de MacConkey y EMB y sembrar 1 gota de la suspensién de caldo tetrationato en
placas de cultivo de Verde Brillante y Salmonella-Shigella.

6.- Realizar pruebas Bioquimicas si se observan colonias patdégenas o sospechosas en
placas de MacConkey o EMB.

7.-Después del periodo de incubacion en placas de Verde Brillante y Salmonella-
Shigella observar la presencia de colonias bacterianas sospechosas y realizar pruebas
Bioquimicas de las mismas.

8.- Realizar pruebas de Sensibilidad a antibiéticos.

9.- Reportar el microorganismo causante de la infeccién gastrointestinal y el resultado
del antibiograma para la erradicacion de la misma.
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€ IDENTIFICACION BIOQUIMICA DE Escherichia coli.

PRUEBA BIOQUIMICA

% DE POSITIVIDAD.

Acido de Glucosa

100 %

Nitrato a nitrito

100 %

Rojo de Metilo

99 %

Fermentacion de L-arabinosa

99 %

Prueba de Indol

98 %

Fermentacion de D-manitol

98 %

Fermentacion de Trealosa

98 %

Fermentacion de D-manosa

98 %

Gas de Glucosa

95 %

Movilidad a 36 ° ¢

95 %

Fermentacion de Lactosa

95 %

Fermentaciéon de D-xilosa

95 %

Fermentacion de maltosa

95 %

Fermentacion de mucato

95 %

Fermentacion de D-sorbitol

94 %

Lisina Descarboxilasa

90 %

Fermentacion de Glicerol

75 %

Ornitina Descarboxilasa

65 %

Fermentacion de la Sacarosa

50%

Citrato de Simmons

1%

H,S (TSI)

1%

Hidrolisis de la Urea

1%

Voges-Proskauer

0 %

Malonato

0 %
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