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Resumen

La prevalencia mundial de Blastocystis sp. oscila entre 2% y 50% y esta estrechamente
ligada a malas condiciones de saneamiento bésico, hacinamiento y desnutricion. En paises
desarrollados, se reportan frecuencias bajas mientras que en paises en vias de desarrollo,
Blastocystis sp. es uno de los parasitos intestinales mayormente reportados, siendo la poblacion
infantil la més afectada.

En cuanto al tratamiento, varios medicamentos se han probado: el metronidazol con
resultados variables y sin respuesta al tratamiento, el secnidazol que ocasionalmente erradica a
Blastocystis y el uso de la nitazoxanida como antiparasitario se ha cuestionado como
antiparasitario. Asimismo, se ha puesto a prueba el farmaco trimetoprim con sulfametoxazol para la
erradicacion de Blastocystis con alto grado de efectividad. En nuestro medio, se tiene poca
experiencia acerca del éxito terapéutico del medicamento, por lo que en el presente trabajo se
pretende probar la efectividad como antiparasitario en parasitosis Unica y asociada a parasitos
comensales.

Se colectaron 120 muestras, en serie de 3, de alumnos de la Escuela Primaria Rural Federal
“Profesor Rafael Ramirez” y de nifios del servicio de consulta externa del Hospital Infantil “Eva
Samano de Lopez Mateos”, las cuales se procesaron por examen directo en fresco, técnicas de
concentracion por flotacion y por sedimentacion y tincion de Kinyoun.

De 120 nifios analizados, el 68% cursaba con alguna parasitosis, siendo Blastocystis sp. el
mas frecuente, asociado en un 54% a otros parasitos y como Unico agente en un 30%.

En cuanto a la efectividad del medicamento, fue aplicada la prueba de Fisher demostrando
que existe diferencia estadisticamente significativa en el tratamiento en parasitosis Uinica y mixta.
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1. Introduccion

El Sistema Unico de Informacién para la Vigilancia Epidemioldgica de México reporta,
semanalmente, aproximadamente mds de mil casos de infecciones intestinales causadas por
protozoarios durante los afios 2008 y 2009 solamente en el Estado de Michoacan . Entre los més
comunmente reportados estd el Blastocystis sp., un parasito entérico de humanos y muchos
animales. Este parasito tiene distribucion mundial y continuamente es el organismo aislado mas
comunmente en estudios parasitologicos “). Algunas formas como la vacuolar, la granular y la
ameboidea han sido reconocidas, pero estudios recientes han revelado diversos formas adicionales
(quistes, avacuolar, y multivacuolar) @ La bioquimica del organismo no se ha estudiado
extensamente y organelos y estructuras de funcién y composicion desconocida estan presentes en
las células. Se han propuesto diversos ciclos de vida pero no se han validado experimentalmente ),
por lo cual su taxonomia y papel patogénico estan en disputa . La prevalencia reportada de
Blastocystis sp. va desde un 2 al 50 % con los rangos mas elevados en paises en vias de desarrollo
con poca higiene ambiental © .

Como tratamiento contra este microorganismo se ha utilizado metronidazol con resultados
variables, incluida la resistencia al tratamiento . Se han reportado cepas con diferente grado de
resistencia a este farmaco en estudios realizados en Bangladesh y Malasia . De igual forma
pueden llegar a presentarse reacciones adversas como nduseas y diarrea, mareos, cefalea, pérdida
del apetito, vomitos, dolor o calambres abdominales, cambios en la sensacion del gusto,
estrefiimiento, sequedad bucal ® 1o que induce al abandono del tratamiento. Otra alternativa de
tratamiento es el secnidazol, un compuesto derivado del metronidazol y que ocasionalmente
erradica a Blastocystis sp.”) La nitazoxanida también se ha cuestionado como antiparasitario ya que
en diversos estudios realizados se han reportado efectos adversos severos y su eficacia no es mayor
a la de otros antiparasitarios "'V, Sin embargo, se ha puesto a prueba el farmaco trimetoprim con
sulfametoxazol para la erradicacion de Blastocystis con alto grado de efectividad >,

Con este estudio se pretende analizar el uso y las posibles reacciones adversas del
trimetoprim con sulfametoxazol para la erradicacion de Blastocystis sp. para ofrecerlo como
alternativa al tratamiento contra éste parasito.



Trimetoprim con sulfametoxazol para la erradicacién de Blastocystis sp. en escolares.
Laboratorio de Parasitologia, Hospital Infantil de Morelia

Diego Josimar Hernandez Silva

2. Antecedentes

La primera descripcion ilustrada del organismo después llamado Blastocystis sp. fué realizada
por Brittan y Swayne, quienes estudiaron profundamente la epidemia de colera en Londres en

1849. Las células que Swayne llamo “cuerpos de colera” y Brittan “células anulares” fueron
sefialadas por ellos como la causa del colera Y. La primera documentacion que define claramente
al género Blastocystis como un organismo distinto (una levadura) fue presentada por Alexeieff en
1911, quien propuso el término B. enterocola, una descripcion morfoldgica extensa fue dada y un
ciclo de vida fue presentado “'*. En 1912, Brumpt la llam¢é B. hominis y la clasificé como una
levadura intestinal inocua y de importancia por el hecho de ser probablemente confundida con
Entamoeba histolytica, la descripcion y término acunados ganaron presencia rapidamente siendo
nombrado asi el parésito hasta hace varios afios “ 'Y. Eventualmente, se reportaron casos de
enfermedades intestinales atribuidas a Blastocystis hominis; sin embargo al mismo tiempo se
publicaron casos donde su participacion como patdogeno no se evidencia, existiendo asi una
controversia ©.

A través de los afnos Blastocystis sp. se ha reclasificado taxonémicamente, basandose en su
diversas formas y medidas, su fisiologia unica y algunas de sus formas de reproduccioén. Desde su
reclasificacion en 1976 se ha situado en diversas familias y un sinnumero de investigadores han
intentado clasificarlo, fueron requeridas, para el género Blastocystis, especie hominis, una nueva
clase, Blastocystea, de orden, Blastocystida, propuesta por Levine y sus colaboradores en 1985 !,
y Silberman (1996) utilizando secuencias del ARN ribosomico de Blastocystis lo ubica dentro del
reino Chromista o Stramenophila un grupo de diversos organismos que incluye las algas marrones
y diatomeas ). En un consenso publicado en 2007 se uniformiza la informacién de los subtipos
descritos previamente concluyéndose la existencia de 9 . sin embargo, en 2010 Stensvold y
colaboradores determinaron la existencia de un décimo subtipo ' y se propone la eliminacion del
término “Blastocystis hominis” dando paso a la utilizacion del término Blastocystis sp. seguido de
un subtipo del 1 al 10 en toda muestra aislada de aves y mamiferos. Dicho cambio en la
nomenclatura obedece a la baja especificidad del gérmen 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 0 mas especies de Blastocystis (6,16, 17)

Durante varios afios se han realizado diversos estudios clinicos que pretenden relacionar a
Blastocystis sp. con los sintomas y malestares de personas que cursan con la parasitosis. Asi, un
estudio realizado en Canadd, donde se procesaron mas de 15 000 muestras de pacientes ambulantes
por afio durante los afos 1987 y 1986 ;son correctos los afios?, identificando Blastocystis sp. en
530 de 16,545 muestras de 425 pacientes examinados durante ese periodo. En el mismo estudio
solo 19 pacientes fueron clasificados como portadores asintomaticos. Algunos de los pacientes
tuvieron resolucion de los sintomas después de administrado un tratamiento parasitario, mientras a
otros los sintomas fueron delimitados por si mismos 1% En Nueva York, Blastocystis sp. fue
encontrado en muestras de 62 pacientes de 389 analizados en total, en 43 de estos pacientes se

’ . . . l
presentaron sintomas y se encontraron un promedio de organismos igual a 5 por campo en 40X %, =]
[
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Las enfermedades parasitarias intestinales constituyen una de las infecciones mas comunes, a
nivel mundial y de mayor prevalencia en las comunidades empobrecidas de los paises en
desarrollo. Se estima que unas 3,500 millones de personas estan afectadas por estas infecciones y

que 450 millones manifiestan enfermedad, siendo la mayoria nifios ¥,

La prevalencia mundial de Blastocystis sp. oscila entre 2% y 50% y esta estrechamente ligado
a las malas condiciones de saneamiento basico, hacinamiento y desnutricion V. En paises
desarrollados, se reportan frecuencias bajas: Japén (0.5% a 1%) ©°2%, Singapur (3.3%) ©”; en
Salamanca, Espana, Martin-Sanchez y colaboradores (1992) reportan una prevalencia de 13.4% en
escuelas de educacion primaria y de 5.3% en guarderias ©®. Amin y colaboradores (2006)
realizaron un extenso estudio en Estados Unidos de América donde se demuestra que Blastocystis
sp. es el parasito mas comun en el pais; sin embargo, la prevalencia disminuy6 de 23% a 11% en
dos afios ®”. Asimismo, en Tailandia se reporta en un rango de entre 3.6% y 4.3%, siendo la
temporada de lluvia donde se encuentra con mayor frecuencia “?.

En América Latina, Blastocystis sp. es uno de los parasitos intestinales mayormente
reportados ¥ La poblacion infantil es la mas afectada asi como los pacientes
inmunocomprometidos * ®*Y. En el estado de Bolivar, Venezuela, Devera y colaboradores (2006)
realizaron un estudio en comunidades rurales donde los protozoarios fueron los parasitos mas
frecuentes, siendo Blastocystis sp. el mas prevalente con un 62% “?. En Argentina, Brasil y Cuba
es el pardsito mas reportado con frecuencias del 27.2%, 40.9% y 38.5% respectivamente (43, 44, 45)
Mufioz y colaboradores (2006) en la ciudad de La Paz, Bolivia realizaron un andlisis a
manipuladores de alimentos en mercados y encontraron que Blastocystis sp. es el parasito de

mayor prevalencia con un 80.2% “6),

Con respecto a México, en Guerrero se evidencido que Blastocystis sp. es el parasito mas
frecuente en poblacion escolar y preescolar, tanto en parasitosis Unica como asociada a otros
parasitos; asimismo se analizaron factores de riesgo para la transmision del parasito destacando
entre ellos el tomar agua hervida y de la llave y la defecacién a ras del suelo o traspatio ®”. En San
Luis Potosi se report6 una prevalencia de 4,6% de Blastocystis sp. en poblacion de edad escolar @)
Al igual que en vendedores de fruta en Xochimilco, México, donde al 41.7% de personas
muestreadas se les encontrd el mismo parasito @2)

Diversos medicamentos han sido evaluados para erradicar a este pardsito. Nadham vy
colaboradores (2005) obtuvieron solo el 30% de respuesta positiva al tratamiento con metronidazol
en un estudio realizado para probar la efectividad de este farmaco @D En la evaluacion de
secnidazol como tratamiento contra Blastocystis sp. realizada por Guzman y colaboradores (2008)
se observd que en el 14% de la poblacion analizada se elimind por completo al parasito y en el
resto hubo una disminucion de formas parasitarias por campo, de la frecuencia e indujo la
formacion de quistes @,

Ok Uigen y colaboradores (1999) analizaron pacientes que presentaban Blastocystis sp. L
(00)

administrandoles trimetoprim con sulfametoxazol y obtuvieron como resultado una erradicacion -
[
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del parasito en un 94.7% en nifios y de un 93.3% en adultos '*. De la misma manera, Dorostkar y
colaboradores (2005) evaluaron la eficacia de trimetoprim con sulfametoxazol concluyendo que es
efectivo en la mayoria de las infecciones causadas por Blastocystis sp. @

El metronidazol es uno de los 5-nitroimidazoles mas utilizados en el tratamiento contra
Blastocystis sp. pero se ha observado cierta ineficacia en algunos individuos, al igual que cierto
grado de resistencia al farmaco ”. La mayoria de los 5-nitroimidazoles (metronidazol, tinidazol,
ornidazol, cardinazol) requieren varios dias de tratamiento y presentan efectos secundarios
estomacales, lo cual conduce al incumplimiento del tratamiento por parte del paciente ).

De la misma forma se ha evaluado el uso del secnidazol como antiparasitario contra
Blastocystis sp. y se demuestra la poca eficacia al igual que los otros 5-nitroimidazoles @,

Una de las alternativas para la erradicacion de Blastocystis sp. es el trimetoprim con
sulfametoxazol ¥ el cual es una sulfamida antiséptica bacteriostatica de amplio espectro. El
sulfametoxazol es andlogo estructural del 4cido p-aminobenzoico e inhibe de manera competitiva
una enzima bacteriana y protozoaria @ la dihidropteroato sintetasa, que es responsable de la
incorporacion del acido p-aminobenzoico al acido dihidrofélico, por consiguiente, bloquea la
sintesis de purinas, timidina y ADN. El trimetoprim es una base débil lipofila bacteriostatica,
estructuralmente relacionada con la pirimetamina; se une a la enzima bacteriana dihidrofolato
reductasa inhibiéndola, de esta manera bloquea la produccion de acidos nucleicos y proteinas @3)

Algunos autores como Kennedy y colaboradores (1993) han reportado que el uso de
trimetoprim con sulfametoxazol produce efectos secundarios como rash cutdneo, fiebre, que se
resuelven inmediatamente después suspender el tratamiento @6 Kocak y colaboradores (2006)
mencionan en uno de sus trabajos que pacientes que fueron administrados con trimetoprim
sulfametoxazol presentaron dolor leve abdominal y erupciones cutaneas @n,

Ok Uigen y colaboradores (1999) realizaron un estudio donde el 94.1% de la poblacion
analizada respondi¢ satisfactoriamente a trimetoprim con sulfametoxazol como tratamiento para la
erradicaciéon de Blastocystis sp. ¥ Moghaddam y colaboradores (2005) compararon la eficacia de
Metronidazol con trimetoprim con sulfametoxazol en la erradicacion de este parasito, obteniendo
un 30% y 22.2% respectivamente, concluyendo que ambos farmacos son efectivos pero no en todos
los pacientes ).



Trimetoprim con sulfametoxazol para la erradicacién de Blastocystis sp. en escolares.
Laboratorio de Parasitologia, Hospital Infantil de Morelia

Diego Josimar Hernandez Silva

3. Descripcion del parasito

Desde su descubrimiento, Blastocystis fue punto de controversia, siendo primero clasificado
como una levadura, y después como un protozoario, hasta su reciente reclasificacion en el reino
Chromista o Stramenophila. El término Blastocystis hominis fue utilizado por primera vez por
Brumpt hace casi 100 afios y desde aquel entonces habia sido utilizado universalmente para
describir a este parasito gastrointestinal %%

Blastocystis sp. fue inicialmente clasificado como quiste de un flagelado, como levadura y
como hongo. Fue reclasificado como protista por Zierdt y colegas (1991) basados en que presenta
un gran nimero de caracteristicas protistas. El subsecuente analisis molecular de Blastocystis sp.
resultd en la conclusion de que deberia pertenecer al género Stramenopiles @ Estudios genéticos
posteriores propusieron una nueva reclasificacion para Blastocystis sp. situandolo en una nueva
clase creada, Clase Blastocystea, subphylum Opalinata, infrareino Heterokonta, subreino
Chormobiota, reino Chromista “**”. En los ultimos afios se ha puesto de manifiesto la
preponderancia del analisis genético por sobre los criterios estructurales y fisiologicos en la
clasificacion taxondmica. Investigaciones recientes basadas en el estudio filogenético del RNA de
la subunidad ribosomal, posicionan a Blastocystis como el {inico parasito descrito en humanos

perteneciente al reino Stramenophila o Chromista, el cual incluye a las algas marrones y diatomeas
(2,629

3.1 Morfologia

Blastocystis sp. es un microorganismo polimoérfico y cuatro principales estructuras se han
descrito, pero un gran nimero de reportes de Blastocystis sp. de materia fecal y de biopsias del
intestino del huésped han indicado que existen formas adicionales, aunque estas formas no han sido
incluidas en el diagndstico .29)

El citoplasma contiene organelos observados tipicamente en eucariotas. El organismo esta
comunmente rodeado por un recubrimiento superficial, algunas veces referido como una capa
fibrilar o céapsula. El revestimiento superficial contiene una variedad de carbohidratos y se ha
postulado que desempeia una participacion en la captura y degradacion de bacterias para su
nutricion, proteccion contra el choque osmotico o para proveer una barrera mecanica para las
proteinas plasmaticas funcionalmente importantes del sistema inmune @

El organismo demuestra marcada variabilidad morfolégica y mide entre 5 a 40
micrometros . Estudios ultraestructurales recientes indican que existe una serie de variantes
morfologicas de Blastocystis sp., en las que al parecer la forma de presentacion depende del medio
ambiente, factores fisicos como cambios osmoticos, la presencia de ciertas drogas, y el status
metabolico pueden influenciar la morfologia del organismo in vivo e in vitro ©.
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Forma Vacuolar. La forma vacuolar se caracteriza por una gran vacuola central que ocupa
aproximadamente el 90% del volumen celular. Esta vacuola desplaza al citoplasma y organelos
dentro de un anillo periférico, el cual algunas veces puede ser dificil de visualizar en el
microscopio Optico. El nucleo, las mitocondrias y los organelos son usualmente localizados entre
una region densa del citoplasma. La forma vacuolar es la mas descrita en muestras de heces
ademds de ser la forma predominante del organismo en cultivos, siendo considerada la forma
celular tipica de Blastocystis sp. y por lo tanto la forma usualmente utilizada para el
diagnéstico™**” (Fig. 1).

Figura 1. Forma vacuolar. En la imagen se aprecia la tipica
vacuola ocupando la mayor parte del citoplasma de la celula,
lo que produce que los organelos sean desplazados a la
periferia. Tomada en el Laboratorio de Investigacion de
Microbiologia y Parasitologia del Hospital Infantil de Morelia.

Forma granular. La forma granular de Blastocystis sp. tiene una ultraestructura similar a la
de la forma vacuolar *, pero con variantes morfologicas y citoquimicas, las cuales estin
contenidas en la vacuola central **, excepto que los granulos estin presentes entre el citoplasma o
mas comunmente entre la vacuola central del organismo. Los granulos se observan comtinmente en
cultivos viejos o tratados con antibioticos. Los granulos intracelulares son heterogéneos y se han
descrito como inclusiones de mielina, pequefias vesiculas y granulos cristalinos ©.

La forma granular es esférica y algunas veces irregular, con un didmetro desde 3 um a 80
um, también presenta una banda delgada de citoplasma alrededor de la vacuola central y cuenta
con la presencia de endosimbiontes @9)

La forma vacuolar y granular pueden contener diferentes tipos de granulos, de los cuales se
sugieren los siguientes:

a) Granulos metabdlicos localizados en el citoplasma

b) Granulos lipidicos dentro de la vacuola central

¢) Granulos reproductivos en la vacuola central “” (Fig. 2).

=
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Figura 2. Forma granular. Se observa claramente los
granulos localizados en el citoplasma y la membrana
citoplasmatica delimitando la célula. Cortesia Dra. Rosamaria
Bernal Redondo, Hospital Infantil de México.

Forma multivacuolar y avacuolar. La vacuola esta ausente en la forma avacuolar,
mientras que las formas multivacuolares contienen multiples vacuolas pequefias. La reducida
medida de las distintas formas, tanto multivacuolar como avacuolar, puede ser debida a la
variacion de linaje celular o pueden ser posibles células en varios estadios de enquistamiento o
desenquistamiento .

Las formas multivacuolares son mas pequefias, aproximadamente de 5 a 8 um de diametro,
que las formas vacuolares y granulares; presenta generalmente 1 ntcleo 6 2 nucleos
ocasionalmente, también presenta una banda electrodensa en el extremo del ntcleo; que es una
capa gruesa que rodea a todas las formas multivacuolares y se encuentra la presencia de bacterias
(29).

La forma avacuolar mide aproximadamente Syum de didmetro, no contiene vacuola central,
contiene de 1 a 2 nucleos, presentan mitocondrias e inclusiones que estan en el interior de la matriz
citoplasmatica .

Forma ameboidea. Se ha sido reportado escasamente y solo en cultivos se ha podido
diferenciar de las demdas formas existentes. Mide de 3 a 8um de diametro con un contorno
irregular, con 1 o 3 nucleos y generalmente con estructuras semejante a pseudopodos, presenta
granulos refringentes que hasta la fecha no se sabe su funcion; puede fagocitar bacterias, éstas se
encuentran dentro del citoplasma y se sugiere que son las que dan o promueven el cambio a quiste

@402 (Fig. 3).
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Figura 3. Forma ameboidea. Se puede apreciar la célula
parasitaria emitiendo pseuddpodos, los cuales son la forma de
locomocion tipica de las formas ameboideas en los parasitos.
Cortesia Dra. Rosamaria Bernal Redondo, Hospital Infantil de
Meéxico.

Forma quistica. Es la forma mas recientemente descrita del parasito debido a su tamafio
que varia entre 2 y 5 um. Los quistes varian en su forma pero la mayoria de las ocasiones son
ovoides o esféricos. El quiste esta protegido por una pared de capas multiples, que puede estar o no
recubierta por una membrana superficial. El citoplasma puede contener de uno a cuatro ntcleos,
mitocondrias, depdsitos de glucdgeno y pequenas vacuolas. Se ha reportado que los quistes de
Blastocystis sp. son capaces de sobrevivir en agua por mas de diecinueve dias a una temperatura
ambiente, pero es fragil en temperaturas extremas * (Fig. 4).

Figura 4. Forma quisitica. Se aprecian quistes de
Blastocystis sp. con una membrana superficial caracterizticas
de estas formas. Cortesia de QFB. Arturo Martinez Colén,
Hospital Infantil de Morelia.

En muestras procedentes de medios de cultivo se ha reconocido ademas la forma de
esquizonte “” y Suresh y colaboradores (2009) confirmaron la existencia de un estado de prequiste

que tiene una pared celular inmadura siendo un estado intermediario entre la forma vacuolar y el @
quiste ©°.
000
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3.2 Ciclo de vida

Numerosos ciclos de vida se han propuesto, y estas discrepancias promueven que la teoria
de que Blastocystis sp. exhibe una variedad de formas de reproduccién . La ruta mas probable de
transmision es la via fecal-oral por alimentos o agua contaminada y una de las caracteristicas de
Blastocystis sp. es que es anaerobio estricto y requiere la presencia de bacterias las cuales favorece
el polimorfismo. Como su ciclo vital no se ha establecido completamente por ningliin autor, se
mencionan dos propuestas importantes del ciclo de Blastocystis sp. **

La primera propuesta empieza por la ingesta de quistes avacuolares con agua y alimentos
contaminados con heces que contienen al quiste, las cuales viajan a través del epitelio intestinal
preferentemente el intestino delgado, hay una ruptura del quiste inducida por el pH del estomago,
hay una mitosis la cual genera la forma vacuolar y ésta se va por dos caminos: >

1. Provocar una autoinfeccion generada por la forma multivacuolar o amibiana la cual pasa a
prequiste y por medio de una esquizogonia genera un quiste avacuolar.

2. El otro camino es la multiplicacion de la forma vacuolar dando origen a la forma
ameboidea, dentro de ésta sucede el fendmeno de mitosis la cual pasa a la forma de
prequiste y por esquizogonia da origen al quiste avacuolar, el cual sale del huésped, esta
forma de Blastocystis sp. es la que se presume responsable de la patogenia en el huésped y
con la relacién de la contaminacion de agua y alimentos %

La propuesta més reciente se relaciona con la anterior, pero con sus variantes por lo que dice
que la infeccion es por via fecal-oral. Presenta cuatro formas de reproduccion asexual: biparticion,
, . . . .2
plasmotomia, esquizogonia y endodiogenia @9),

a) La fision binaria: mecanismo asexual en el cual, la célula crece, duplica su material
genético y luego se divide por la mitad; este proceso da origen a dos células, cada una de
las cuales repite el proceso. Se realiza en la forma vacuolar y ameboide, el proceso se lleva
a cabo a través de una serie de pasos sucesivos que se inician con la obtencion de
nutrimentos; con los que la célula sintetiza las sustancias como el DNA, el RNA vy las
proteinas, cuando esto sucede, la célula crece (aumenta su masa y tamafio). Posteriormente,
se sintetizan los componentes de la pared transversal y se inicia la fision que da como
resultado dos células nuevas .

b) La division plasmotdmica: division o segmentacion del nicleo de una célula u organismo
unicelular en individuos mas pequefios que todavia son multinucleados. En la plasmotomia
no se produce mitosis, se trata de un proceso de formacion de numerosos nticleos dentro de
una sola membrana celular ¢V

¢) Laendodogenia da como resultado dos individuos dentro de la célula madre.

d) La esquizogonia ocurre en el cuerpo central formando gran cantidad de progenie
(esquizonte) hasta que la célula se rompe liberando a los organismos, produce de dos a 30
células vacuoladas en el interior de un solo organismo ) (Fig. 5). &@
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Figura 5. Ciclo de vida para Blastocystis sp. Tomando en cuenta estudios que sugieren genotipos zoonoticos con varios
hospederos especificos. Los humanos y los animales son infectados con quistes de materia fecal, los cuales se desarrollan en formas
vacuolares en el intestino delgado. En humanos la forma vacuolar se divide por fisiéon binaria y se puede desarrollar a forma
ameboidea o granular. La forma vacuolar se enquista en el intestino del hospedero, y la forma quistica intermediaria puede ser
rodeada de una delgada capa fibrilar que subsecuentemente es perdida durante el paso al ambiente exterior.

Estas vias hipotéticas son representadas por lineas punteadas. El subtipo 1 infecta de forma cruzada a mamiferos y aves; los subtipos
2, 3,4y 5 incluye primates y ganado porcino, humanos, ganado vacuno y porcino, y roedores, respectivamente y los subtipos 6 y 7
incluyen aves. El esquema propuesto sugiere que los humanos son potencialmente infectados por siete o mas especies de
Blastocystis y que ciertos animales representan reservorios para la transmision a humanos. Fuente: Tan, K. S. 2008. Blastocystis spp.
In N. A. Khan (ed.), Emerging protozoan pathogens. Taylor and Francis, Oxford, United Kingdom.
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3.3 Modo de transmision

Pese a que la ruta de transmision de Blastocystis sp. no se ha determinado de un modo
definido se ha reportado la dispersion de la infeccidon entre miembros de una familia asi como entre
pacientes internados y en comunidades sin un manejo sanitario adecuado ; se cree que es
transmitido por la ruta fecal-oral , a través de un consumo de agua no tratada (no hervida) o con
condiciones higiénico- sanitarias pobres, alimentos o incluso vectores mecdnicos como moscas,

. » . 2
portadores asintomaticos y practicas sexuales ©2.

3.4 Cuadro clinico

Un reporte publicado por Clark y colaboradores (1997) indica que hay un numero igual de
estudios que implican o exoneran al parasito Blastocystis sp. como el causante de enfermedad. Se
le han atribuido sintomas no especificos los cuales incluyen nausea, anorexia, dolor e inflamacion
abdominal, flatulencia y diarrea crénica o agudas, de estos sintomas los mds comuinmente
reportados son el dolor abdominal y la diarrea .

Algunos sintomas atribuidos a la infeccion por Blastocystis sp. son inespecificos, la
presencia de sintomas parece estar asociada con tres factores ** como: a) el numero de parasitos:
algunos autores han sugerido que Blastocystis es probablemente patdogeno si es abundante
(usualmente clasificado como mas de 5 organismos por campo microscopico de aceite de
inmersion) y que en cantidades menores, no deberia ser considerado como una causa potencial de
la sintomatologia del paciente . b) La inmunosupresion o pacientes inmunocomprometidos y c)

., 2
la relacién con otras enfermedades %,

3.5 Diagnostico

Blastocystis sp. posee un reto considerable para el diagnodstico de laboratorio. Primero por
su patogenicidad inespecifica, que esconde muchos de los sintomas clinicos para poder considerar
al parasito con el agente etiologico de la enfermedad . Secundariamente, la naturaleza
pleomorfica del organismo en muestras frescas puede resultar en confusion “®. Ademas de la
dificultad para hallar el organismo en la disolucion en agua y la destruccion del organismo con las
técnicas de concentracion habituales ©. El método predilecto para el diagndstico microscopico es
la tinciébn permanente de una muestra de heces no concentrada con hematoxilina o tincidon
tricromica. La microscopia directa es usualmente realizada para especimenes tefiidos. Las muestras
en fresco son tefiidas con yodo-lugol y pueden ser tefiiddas permanentemente con las técnicas de
Giemsa, Fields y tricromico, siendo esta ultima la més utilizada .

Las técnicas de cultivo en heces estdn disponibles, sin embargo, no se realizan de rutina
aunque estudios comparativos reflejan que podrian ser mas sensibles que la microscopia optica ©.
Los examenes recientemente desarrollados para el diagnostico de infeccion por Blastocystis sp. son
la técnica de ELISA para la deteccion de anticuerpos séricos y la reaccion en cadena de polimerasa,
pero actualmente son usadas en investigacion ©.
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3.6 Tratamiento

Se han realizado estudios donde se ha pretendido estudiar diversos medicamentos para la
erradicacion de Blastocystis sp. Anteriormente se tenia al metronidazol como primera opcion como
quimioterapéutico contra este parasito °>). Haresh y colaboradores (1999) demostraron que el
parasito presenta cierta resistencia a este antiparasitario que regularmente utilizado en infecciones
por protozoarios y bacterias anaerobias . De igual forma, Guzméan y colaboradores (2008)
evaluaron el efecto antiparasitario del secnidazol sobre Blastocystis sp. y evidenciaron la
ineficacia para erradicar el parasito; sin embargo, hubo una disminucién significativa del parésito
al cuantificar el numero de elementos por campo . Estudios realizados por Ok Ulgen y
colaboradores (1999) demostraron que el trimetoprim con sulfametoxazol erradicé en un 94% a
Blastocystis sp. tanto en niflos como en adultos, y reduciendo asi significativamente los sintomas
causados por el parasito .
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4. Justificacion

Blastocystis sp. es el parasito con mayor prevalencia en todo el mundo. En paises desarrollados
se encuentra presente en un porcentaje considerablemente bajo, mientras en que en paises en vias
de desarrollo se presenta con porcentajes elevados. Debido a que los tratamientos convencionales
no poseen alto grado de efectividad y algunos de ellos llegan a causar efectos adversos, se pretende
con el presente trabajo probar el trimetoprim con sulfametoxazol en la erradicacion de Blastocystis
Sp. para ser utilizado como alternativa en el tratamiento de dicho parasito.
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5. Planteamiento del problema.

Siendo Blastocystis sp. el parasito mas frecuentemente encontrado en muestras de materia
fecal, no existe un medicamento que sea capaz de erradicarlo, ya que se han visto fallas en el
tratamiento convencional con antiparasitarios como metronidazol y secnidazol. Una de las
alternativas para erradicar al parasito reportadas en otros paises es el trimetoprim con
sulfametoxazol, medicamento que no se ha probado en nuestro pais como antiparasitario, por lo
que se pretende conocer la efectividad del mismo.
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6. Objetivos

6.1 Objetivo general
Evaluar la eficacia del trimetoprim con sulfametoxazol para la erradicacion de Blastocystis
Sp. en escolares.

6.2 Objetivos especificos
1. Determinar la frecuencia del parasito Blastocystis sp.

2. Determinar el grado de erradicaciéon en parasitosis Unica y asociada a comensales con
trimetoprim con sulfametoxazol en nifios del Hospital Infantil de Morelia y Escuela
Primaria Rural “Profesor Rafael Ramirez”.

3. Identificar efectos adversos en los nifios de ambas instituciones (Hospital Infantil de
Morelia y Escuela Rural Federal “Profesor Rafael Ramirez”) que recibieron como
tratamiento trimetoprim con sulfametoxazol
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7. Material y Métodos

Este es un estudio de tipo prospectivo experimental, fue realizado en el Laboratorio de
Investigacion de Microbiologia y Parasitologia del Morelia “Eva Sdmano de Lopez Mateos”.

Este estudio fue realizado en nifios aparentemente sanos que asisten a de la Escuela Primaria
Rural Federal “Rafael Ramirez” ubicada en el municipio de San Pascual, Municipio de Morelia,
Michoacan (Fig. 6), asi como en nifios remitidos del servicio de consulta externa del Hospital
Infantil de Morelia con sintomas gastrointestinales, que presentaran positividad a Blastocystis sp.
solo 0 acompanados con comensales después de un estudio coproparasitoscopico en serie.

Figura 6. Perimetro de la Escuela Primaria Rural Federal “Profesor Rafael Ramirez” ubicada en San Pascual,
Michoacan. Notese la urbanizacion solo en el frente de la escuela mientras que en el costado de las instalaciones se

puede apreciar la calle sin pavimentar y en condiciones de poca limpieza.

Con la finalidad de sensibilizar a la poblacion, se llevd a cabo una charla informativa con
los padres de los alumnos de la Escuela Rural “Profesor Rafael Ramirez” acerca del impacto de las
parasitosis (Fig. 7), entregandole a cada padre de familia wun triptico informativo (anexo 1);
mientras que a los pacientes de consulta externa, el médico les proporciond dicha informacion.

(D)
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Figura 7. Padres de familia en platica de
sensibilizacion. Se Muestra el patio de la escuela con los
padres de familia y alumnos escuchando la platica
informativa acerca de las parasitosis y su impacto, misma
que fue realizada por el personal del Hospital Infantil de
Morelia.

Se les hizo la invitacion a participar dentro del estudio a aproximadamente 300 padres de familia
de la Escuela Primaria Rural Federal “Prof. Rafael Ramirez”, se repartieron 250 paquetes de
material para la recoleccion de muestras (2 frascos con formol, 1 frasco limpio, 3 abatelenguas e
instrucciones para la recoleccion y almacenamiento de muestras) (Fig.8).

Figura 8. Entrega del material e informacion para la toma
de muestras. Padre de familia acompafiado de su hija, alumna
de la Escuela ‘“Profesor Rafael Ramirez”, recibiendo del
personal del Hospital infantil de Morelia el materia e
indicaciones acerca de la correcta recoleccion de las muestras.

A los nifios tanto de la Escuela como del servicio de consulta externa del Hospital se les
proporcionaron por escrito las indicaciones para una correcta toma de las muestras (Anexo 2).

XD
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Al recibir las muestras, a los nifios se les hizo una encuesta para conocer sintomas
gastrointestinales y molestias cutaneas. (Fig. 8, Anexo 3).

Figura 8. Alumna llevando muestras al personal del
laboratorio. En esta imagen se muestra a una de las alumnas de
tercer afio llevando sus propias muestras y las de su hermano
menor para entregarlas al personal del Hospital Infantil de
Morelia, la alumna mencioné que su mama estaba enferma,
razén por la cual ella presentaba las muestras, demostrando el
interés de los nifios de la Escuela por su propia salud.

Se solicitd mediante consentimiento informado (Fig. 9, Anexo 4) la autorizacion de los
padres para que sus hijos participaran en el estudio, explicandoles los posibles beneficios y riesgos
del mismo, las medidas de atencion en caso de presentarse un efecto adverso, garantizando el
anonimato y la confidencialidad de la informacion. Se atendieron los aspectos éticos establecidos
en el reglamento de salud en materia de investigacion institucional, siendo aprobada esta
investigacion por el comité de investigacion y ética del Hospital Infantil de Morelia, asi como de
los preceptos de la Asociacion Médica Mundial relativos a la bioética en la investigacion para la
salud.
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Figura 9. Entrega de consentimiento escrito e informacion
detallada de la investigacion. Padres de familia recibiendo la
informacion acerca de los beneficios y riesgos del mismo,
medidas de atencion en caso de presentarse algin efecto
adverso y firmando el consentimiento de participacion en la
investigacion.

Por lo que se incluyeron en el estudio nifios y nifias de dichas instituciones, a los cuales se
les diagnostico Blastocystis sp. en parasitosis unicas y mixtas; de igual forma que hayan dado su
consentimiento por escrito para participar en el estudio, que hayan recibido el tratamiento con
trimetropim con sulfametoxazol y proporcionado muestras para el examen coproparasitoscopico

de control respondiendo una encuesta para conocer si se presentaron efectos secundarios.

Se excluyeron aquellos que no dieron el consentimiento autorizado por el padre o tutor y
aquellos con Blastocystis asociado a parasitos patogenos. Fueron eliminados también los pacientes
que no completaron el tratamiento, que no entregaron sus muestras para el analisis de control post
tratamiento, con datos incompletos o sin encuesta.

De los 250 participantes s6lo 111 alumnos accedieron al primer estudio
coproparasitoscopico en serie. Se colectaron muestras de los pacientes de consulta externa del
Hospital Infantil de Morelia remitidos al laboratorio de Microbiologia y Parasitologia siendo
incluidos en este estudio 9, teniendo en total 120 pacientes.

Los niflos portadores de Blastocystis sp. en parasitosis Unicas o asociadas con comensales
fueron tratados con 10 mg por Kg de peso de trimetoprim con Sulfametoxazol por diez dias; de
igual forma, a los pacientes que no presentaban parasitosis por Blastocystis sp. se les prescribio el
medicamento adecuado para la erradicacion del o los agentes causales de las parasitosis segun
fuera el caso.
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Figura 10. Entrega de resultados de coproparasitoscopico
y receta médica. Madre de familia recibiendo los resultados
de los andlisis por escrito y personal del Hospital Infantil de
Morelia resolviendo dudas de los padres de familia acerca de
las recetas medicas.

Quince dias después de terminado el tratamiento se realiz6 examen coproparasitoscopico
de control segin los criterios dictados por la Federacion Latinoamericana de Parasitologia “¥, y
asi evaluar la erradicacion del parasito, proporcionando el material y las indicaciones por escrito

para la correcta recoleccion de las muestras.

Las muestras pre y post tratamiento fueron procesadas por examen directo en fresco,
concentracion por sedimentacion (Técnica de Ritchie) y por flotacion (Técnica de Faust) y tincion
de Kinyoun (anexo 5).

Los datos obtenidos fueron concentrados en Excel (Microsoft) y se presentan en graficos y
tablas usando porcentajes. El método estadistico de Fisher “” fue utilizado como prueba de
significancia con p<0.05 (anexo 6).
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8. Resultados

De los 250 nifios de la escuela primaria que aceptaron inicialmente participar en el estudio, solo
120 colectaron correctamente sus muestras (48%). De estos, el 68% cursaba con alguna
parasitosis, mientras que el 32% resultaron negativos (Figura 11).

Figura 11. Frecuencia de parasitosis en la Escuela Primaria “Profesor Rafael Ramirez”

2% de los niflos tenian parasitos comensales, 23% patdogenos y 75% patogenos asociados a
comensales (Figura 12).

Comensales
2%

Figura 12. Distribucion de parasitos comensales y patdgenos.
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Blastocystis sp. fue el parasito mas frecuente, seguido de Entamoeba coli y Endolimax
nana (Figura 13).

Figura 13: Distribucion de los diferentes parasitos y nUmero de casos.

Blastocystis sp. se encontré como unico agente en un 54%, asociado a comensales en 30%
y en 16% a patdgenos y/o patdgenos-comensales (Fig. 14)

Figura 14: Distribucion de Blastocystis sp. como parasitosis Unica y asociada con comensales y patégenos
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Entamoeba coli fue el parasito mas frecuentemente asociado con Blastocystis sp. seguido
de Endolimax nana (Tabla 1).

Tabla 1: Asociacion de Blastocystis sp. con otros parasitos.

Agente etiologico Frecuencia %
Entamoeba coli 22 34.9
Endolimax nana 20 31.7
Entamoeba hartmanni 6 9.5
Giardia lamblia 5 7.9
Hymenolepis nana 4 6.3
Entamoeba histolytica/E. dispar 3 4.7
lodamoeba butshli 1 1.5
Chilomastix mesnili 1 1.5
Cryptosporidium sp 1 1.5

Con la finalidad de evaluar la efectividad del medicamento, 9 pacientes atendidos en el
hospital y 23 alumnos de la escuela rural que recibieron el tratamiento con trimetoprim con
sulfametoxazol fueron incluidos en el analisis, siendo en total 32 nifos; fueron eliminados 5
porque en el estudio de control aparecieron otros parasitos patogenos incluyendo a Blastocystis, por
lo que solo 27 se contemplaron en la prueba estadistica de Fisher. En los 27 nifios el 63% de las

muestras de control fueron negativas, mientras que en el 37% restante el parasito no fue erradicado
(Fig. 15).
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Figura 15. Grado de erradicacion de Blastocystis sp. con trimetoprim con sulfametoxazol.

Fue aplicada la prueba de Fisher (anexo 6) para conocer el grado de eficacia de trimetoprim con
sulfametoxazol para la erradicacion de Blastocystis sp. en parasitosis Unica y asociado con
comensales (Tabla 2).

Tabla 2: Erradicacion de Blastocystis sp._en parasitosis Unicas y mixtas.

Resultado Erradicado No Erradicado Total
Parasitosis
(ndmero de % (ndmero de %
pacientes) pacientes)
Unico 12 71% 4 40% 16
Mixto 5 29% 6 60% 11
Total 17 100% 10 100% 27

Al calcular el error de tipo alfa con un valor de Zy05=1.96, obtuvimos una cifra mayor,
por lo que existe diferencia estadisticamente significativa, rechazando la hipdtesis nula formulada
en términos de que no hay discrepancia en la frecuencia de erradicacion de Blastocystis solo o
asociado a comensales; por lo que se deduce que existen diferencias en la eficacia de este
medicamento al emplearlo en parasitosis inicas o mixtas.

Solo en un caso la madre de un alumno de la escuela primaria refirié que el nifio presentd
ronchas después del tercer dia de la administracion del medicamento, hecho que no se comproboé.
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9. Discusion

En el presente trabajo se encontrd una frecuencia de parasitosis del 68% en todos los pacientes
analizados. Analisis de poblaciones escolares con resultados similares como la de Al Rumhein y
colaboradores en Venezuela demuestran que el 97.4% estaba parasitada, de la misma forma
Velarde y colaboradores en San Luis Potosi reportan un 54.25% *'%,

Nufiez y colaboradores (2003) describieron en un hospital pediatrico de la Habana, Cuba que el
24.7% de los pacientes tienen comensales, un 15.7% patdgenos y el 34.4% tenian tanto patogenos
como comensales. En este estudio 2% de los nifios con pardsitos tenian comensales, 23%
patogenos y 75% patdgenos y comensales Gh),

Blastocystis sp. fue el parasito mas encontrado seguido de Entamoeba coli, datos similares son
reportados por Al Rhumhein y colaboradores (2003) ®V, y por Salomén y colaboradores (2007)
en Mendoza, Argentina reportan a Blastocystis sp. en un 54%, siendo el parasito mas frecuente 2.

Blastocystis sp. se encontr6 como Unico agente en un 54% de los casos, en el estado de
Guerrero, Rodriguez y colaboradores analizando s6lo una muestra de excremento reportan que el
90% de escolares analizados tenian al Blastocystis sp. en parasitosis tinica 3),

Solo en el 63% de los nifios se logrd la erradicacion del parésito, mientras que en el 37% el
medicamento no tuvo efecto. Ok Uigen y colaboradores (1999) en Singapur, consiguieron un
94.7% en ninos y 93.3% en adultos de curacidn; esta aparente diferencia en la efectividad del
tratamiento, puede ser debida a los pocos nifios incluidos en nuestro trabajo (27 individuos), siendo

que Ok Uigen y colaboradores trabajaron con un mayor niimero de pacientes (39 nifios y 15
adultos) ).

Por otra parte, Moghaddam y colaboradores (2005) compararon metronidazol con trimetoprim
con sulfametoxazol, obteniendo 30% y 22.2% de erradicacion, respectivamente, concluyendo que
ambos medicamentos son eficaces en algunos pacientes pero no en todos 2.

Se evidencia en este trabajo la diferencia en el tratamiento con trimetoprim con sulfametoxazol
para erradicar a Blastocystis sp. cuando estd como unico parasito o acompafniado de comensales.
Debido a que el mecanismo de accioén de dicho farmaco contra bacterias y protozoarios, es inhibir
enzimas productoras de proteinas y acidos nucleicos propias de dichos microorganismos, se piensa
que los parasitos comensales interfieren en dicho mecanismo, haciendo que la dosis no sea
suficiente para la erradicacion de Blastocystis sp. y de los otros parasitos asociados.
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10.Conclusiones

Blastocystis sp. es el parasito mas encontrado en los nifios estudiados en la Escuela
Primaria Rural “Profesor Rafael Ramirez” y en el Hospital Infantil de Morelia

Trimetoprim con sulfametoxazol es una alternativa para la erradicacion de Blastocystis sp.
cuando es el Ginico parasito encontrado en estudios coproparasitoscopico y se considera que
otras opciones como metronidazol tienen mayor riesgo de efectos adversos, la eficacia de
ambos no es superior al 95%, al igual que con el secnidazol.

Trimetoprim con sulfametoxazol erradico al parasito Blastocystis sp. en dos terceras partes
de los nifios estudiados (63%), su eficacia fue mayor en parasitosis Unica (75%), mientras
que asociado a comensales tiene poca efectividad, ya que so6lo erradico el 45% de los casos,
por lo tanto es una alternativa de tratamiento contra el parasito.
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11.Recomendaciones.

Se recomienda a las Organizaciones y Secretarias encargadas de impartir los servicios de
salud publica:

Realizar campafias de informacion a la poblacién a fin de concientizarla acerca de las
parasitosis y crear un sentido de responsabilidad, que permita reducir la frecuencia de las
enfermedades causadas por estos microorganismos, al igual que promover la participacion de la
poblacion en programas y campaias de salud.

Analizar las caracteristicas de cada uno de los medicamentos, ya que trimetoprim con
sulfametoxazol es administrado por diez dias lo cual conlleva al incumplimiento del tratamiento,
en comparacion con secnidazol que es en una sola dosis, el metronidazol posee mas efectos
adversos y finalmente el trimetoprim con sulfametoxazol es més accesible econdmicamente que
otros.

Continuar con este estudio, ya que la muestra poblacional examinada tan pequefia limita la
confiabilidad de los resultados.
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13.1 Anexo 1. Formato informativo

iEl Hospital Infantil de
Morelia te ofrece este
servicio y es gratuito!

Solo tienes que:

1) 23 de febrero: Recbirds un consentimients y fras-
cos para recolectar las ruestras,

2) Del 23 al 29 de febrero: Reomlectar rmuestras,

3) 1° de marzo: Entregar frascos con muestras y con-
sentirmients (firrnada por el padre o tutor) 2l personal
del Laboratorio,

4) 15 de Marzo: Rechirds resultados, receta médica y
nuewos frazcos,

5) 16 de Marzo: Este dia se comienza a tormar el me-
dicarnento.

6) 8 de abril: Colectar nuevas muestras (de la risma
rnanera que se recolectaron en el incisa 2)

7) 27 de abril: Recbir resultados finales,

Aquitermnina el cormpromiso del Personal del laboratario,

Como recolectar las muestras de excremento.
Se requieren dos muestras con conservador y una
fresca,

El personal del laboratorio te dard dos frascos con con-
servador (Formol 10%).

Muestras con Conservadar:

Se debe colocar un pedazo de excremento del tamafio
de una nuez en el frasco con formol, Mezclar perfecta-
rmente con el abatelenguas hasta dejar consistencia de
un atole espeso, Repetir procedimiento hasta completar
dos muestras (de dias diferentes)

Muestra fresca:

Colocar un pedazo de excremento del tamafio de una
rnuez en el frasoo limpio.

Las muestras pueden ser de cualquier hora del dia, no
deben extraerse de la taza del bafio ni recogerse del
suelo, No es necesario el ayuno,

Laboratorio de Investigacidn de
Microbiologia y Parasitologia del HIM.

Tel. 3122520 ¢ 3122521; Ext. 209,

Este folleto fue elaborado por:

QFB. Guad alupe Erendira Orozco Mos-
queda

QFB. Diego Josimar Hermandez Silva

HOSPITAL INFANTIL DE
MORELIA “"EVA SAMANO
DE LOPEZ MATEOS”

LABORATORIO DE
INVESTIGACION DE
MICROBIOLOGIA ¥

PARASITOLOGIA.

TRIMETROFPRIM PARA LA ERRADICACION
DE BLASTOCYSTIS SP. EN ESCOLARES
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{Puedo tenear
parasitos?

Los parasitos son animales muy pegueiios
que algunas veces wiven deniro de hosa-

tros,

LCAmo se transmiten?

*

Al comer alimentos

de dudoza higiene.

* Tenar manos y ufas

sucias,

* Tornar agua
de la llave.

* Carmninar
descalza,

* Contacto

can animales.

Entre otros...

¥ nos ocasionan... {Qué debemos hacer?
*  Dolor de Acudir con el medico, el manda
cabeza,

realizar estudios...

[y
Daolor - /}Ef?—t’
abdarinal, £

.. ¥ proporciona el medicamento
adecuado para que va no estén dentro
de nuestro cuerpo.

Comezan
en el ano.
I

Diarrea. f—
C

Mauseas.

Y mas..

(V)
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13.2 Anexo 2. Indicaciones para colectar las muestras de excremento

Coémo colectar las muestras de materia fecal para el programa “trimetoprim con Sulfametoxazol
para la erradicacion de Blastocystis sp. en escolares”.

Se requieren dos muestras con conservador y una fresca.
El personal del laboratorio te dard dos frascos con conservador (Formol 10%).
Muestras con Conservador:

Se debe colocar un pedazo de excremento del tamafio de una nuez en el frasco con formol. Mezclar
perfectamente con el abatelenguas hasta dejar consistencia de un atole espeso. Repetir
procedimiento hasta completar dos muestras (de dias diferentes)

Muestra fresca:

Colocar un pedazo de excremento del tamafio de una nuez en el frasco limpio, la cual no debe de
tener mas de 24 horas de haber sido evacuada.

Las muestras pueden ser de cualquier hora del dia, no deben extraerse de la taza del bafo ni
recogerse del suelo. No es necesario el ayuno.
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13.3 Anexo 3. FORMATO DE CONSENTIMIENTO PARA LA
APLICACION DEL TRATAMIENTO CON TRIMETROPIM CON
SULFAMTOXAZOL.

Hospital Infantil de Morelia
“’Eva Samano de Lopez Mateos’’
Laboratorio de Investigacion en Microbiologia y Parasitologia
Escuela Primaria Rural Federal “Profesor Rafael Ramirez”

HOJA DE CONSENTIMIENTO PARA LA ADMINISTRACION DEL TRATAMIENTO CONTRA EL PARASITO
Blastocystis sp.

Nombre del paciente: Edad: Peso:

Manifiesto que he recibido asesoria acerca de la infeccion parasitaria producida por Blastocystis sp., y sus ventajas del
tratamiento para erradicar este parasito.

Por lo tanto doy mi consentimiento para que le sea administrado a mi Hijo(a) el tratamiento antiparasitario adecuado
contra Blastocystis sp.

PACIENTE

Firma y/o nombre del padre o tutor Fecha

MEDICO RESPONSABLE

Firma y/o nombre Fecha

INVESTIGADOR RESPONSABLE

Firma Fecha

Q.F.B. Gpe. Eréndira Orozco Mosqueda

Antes
Después

1. Diarrea. 2. Nausea. 3. Vomito. 4. Dolor abdominal. 5. Rash cutaneo 6. Urticaria.

f
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13.4 Anexo 4. TABLA DE DATOS PARA PACIENTES QUE FUERON
ADMINISTRADOS CON TRIMETROPIM CON

SULFAMETOXAZOL.
FECHA NUM. DE NOMBRE EDAD SEXO LUGAR DE PARASITOSIS EFECTOS ADVERSOS ERRADICACION OBSERVACIONES.
EXPEDIENTE | COMPLETO PROCEDENCIA

BLASATOCYSTIS

UNICA MIXTA 1 2 3 4 5 6 SI NO

1. Rochas 2.Rash cutaneo 3.Vomito 4.Nausea 5.Diarrea 6.Dolor abdominal
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13.5 Anexo 5. Técnicas parasitologicas.

A) Examen Directo en Fresco:

Material:

-Porta objetos 7.5 X 2.5 cm
-Cubre objetos 22 X 22 mm
-Aplicadores de madera

-Hisopos

-Pipeta Pasteur con bulbo de goma
-Parafina-vaselina 1:1

Reactivos:

-Solucion salina isotonica 0.85% (ssi)
-Solucion yodo-lugol

-Frasco con cloro para descartar el material.

Preparacion de reactivos:

Solucion de yodo lugol

Yodo (cristales) 5 gramos
Yoduro de potasio 10 gramos
Agua destilada 100 ml

Para uso diluir 1:5
Equipo:

-Microscopio compuesto
-Parrilla eléctrica para derretir la parafina

Equipo de seguridad personal:
-Bata blanca limpia de manga larga

-Guantes de latex
-Cubreboca
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Procedimiento

1.- Colocar 1 gota de solucion salina isoténica 6 yodo lugol en el centro del portaobjetos.

2.- Con el aplicador, tomar la muestra, calculando méas o menos 1.5 a 2 mg. de heces y hacer una
suspension uniforme con la gota de ssi o yodo-lugol.

3.- Cubrir la preparacion con el cubreobjetos

4.- Con un hisopo limpiar las orillas del cubre objetos para quitar el exceso de muestra.

5.- Sellar la preparacion con parafina

6.- Observar al microscopio con objetivos 10X y 40X.

B) Método de Concentracion por Sedimentacion con Formol-Eter o Técnica de Ritchie

Material:

-Portaobjetos

-Cubreobjetos

-Tubos cénicos de 15 ml

-Pipeta pasteur con bulbo de goma
-Tapones de hule

-Pizeta con agua

-Vasos de plastico de 100 ml
-Embudos de plastico de 5 cm de diametro
-Gasa en cuadros de 16X16 cm
-Abatelenguas de madera
-Hisopos

-Gradilla

-Parafina-vaselina 1:1

Reactivos:

-Solucién de yodo-lugol

-Solucién de formol al 10%

-Eter

-Frasco con cloro como desinfectante

Equipo:
-Microscopio compuesto
-Parrilla

-Centrifuga
-Vortex

Equipo de seguridad personal:

=
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-Bata blanca limpia de manga larga
-Guantes de latex
-Cubrebocas

Procedimiento:

1.- Con un aplicador, tomar una muestra de heces de aproximadamente 1 6 2 gramos y hacer una
suspension 3:1 en un baso de plastico.

2.- Filtrar a través de gasa humeda a un tubo cénico de 15 ml. utilizando un embudo de pléstico.

3.- Centrifugar el tubo a 2,500 rpm durante un minuto

4.- Descartar el sobrenadante.

5.- Anadir 10 ml. de formol al sedimento y con ayuda de un aplicar agitar perfectamente la muestra
y dejar reposar por 5 minutos.

6.- Agregar un ml. de éter

7.- Tapar el tubo y agitar vigorosamente en el vortex durante 15 segundos.

8.- Retirar cuidadosamente el tapon del tubo conico, realizando esto lejos de la cara.

9.- Centrifugar a 2,500 rpm por un minuto.

10.- Al final de la centrifugacion se obtienen 4 capas: Sedimento, formol, detritus y éter. Con un
aplicador desprender el tapon de detritus de todo alrededor y decantar los sobrenadantes de un solo
movimiento de tal manera que solo quede el sedimento.

11.- Con un hisopo limpiar las paredes del tubo conico.

12.- Mezclar el sedimento con formol y con ayuda de una pipeta pasteur transferir el sedimento a un
portaobjetos y agregar una gota de lugol, mezclar perfectamente y colocar un cubreobjetos.

13.- Con un hisopo limpiar el exceso de muestra alrededor del cubreobjetos.

14.- Sellar la preparacion con parafina.

15.- Observar al microscopio examinando sistematicamente la preparacion, utilizando el objeto de
10x y posteriormente con el objetivo de mediana resolucion para confirmar las estructuras de los
quistes.

Las técnicas de sedimentacion, se utilizan para la observacion de quistes y ooquistes de protozoos,
huevos y larvas de helmintos, pero la desventaja de estas técnicas consiste en que los preparados
contienen mas residuos que los procesados por flotacion. En este caso, el éter se usa para extraer los
residuos y las grasas de las heces y llevar los parésitos al fondo de la suspension. Estas técnicas
entonces son recomendadas por ser faciles de realizar, tener baja probabilidad de errores técnicos y
recuperar un amplio rango de organismos. (ss)

C) Método de Concentracion por Flotacion con Sulfato de Zinc o Técnica de Faust.

Material:

anva
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-Portaobjetos 7.5X2.5 cm
-Cubreobjetos 22X22 mm

-Tubos de ensaye 13X100

-Pipetas pasteur con bulbo de goma
-Matraz Erlenmeyer 500 ml
-Probeta 1000 ml

-Pizeta con agua

-Vaso de plastico de 100 ml
-Embudos de plastico de 5 cm de diametro
-Gasa en cuadros de 16X16 cm
-Abatelenguas de madera
-Aplicadores de madera

-Hisopos

-Asa bacterioldgica con aro de Smm de diametro doblada con un angulo de 90-

-Gradilla
-Parafina-vaselina 1:1

Reactivos:

-Solucion de yodo-lugol

-Solucion de sulfato de zinc, densidad 1,180
-Frasco con cloro para descartar el material

Preparacion de reactivos:

Sulfato de zinc (densidad 1.18)

Sulfato de zinc 331 gramos
Agua destilada 1 litro
Equipo:

-Microscopio compuesto
-Parrilla eléctrica
-Centrifuga

-Densimetro

Equipo de seguridad personal:

-Bata blanca limpia de manga larga
-Guantes de latex

Cip
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-Cubreboca
Procedimiento:

1.- Con un aplicador, tomar una muestra de heces aproximadamente 1 gramo, hacer una suspension
3:1 con agua en un vaso de plastico pequefio.

2.- Filtrar a través de gasa himeda a un tubo de ensayo utilizando un embudo de plastico.

3.- Centrifugar el tubo a 2500 rpm durante un minuto.

4.- Descartar el sobrenadante.

5.- Afnadir nuevamente agua al sedimento y con ayuda de un aplicador agitar perfectamente la
muestra.

6.- Volver a centrifugar a 2500 rpm por un minuto.

7.- Descartar el sobrenadante.

8.- Al sedimento se agregan unos pocos mililitros de sulfato de zinc y agitar con un aplicador hasta
suspender totalmente el sedimento, agregar mas solucion de sulfato de zinc hasta un centimetro
abajo del borde del tubo de ensayo, sin dejar de agitar.

9.- Centrifugar a 2500 rpm durante un minuto.

10.- Sacar el tubo cuidadosamente de la centrifuga y colocarlo en la gradilla.

11.- Remover una o dos asadas de la pelicula superficial y colocarlas sobre un portaobjetos ,
esterilizar el asa por flameo.

12.- Colocar una gota de yodo lugol .

13.- Colocar el cubreobjetos mezclando ambas gotas.

14.- Sellar la preparacion con parafina.

15.- Observar al microscopio examinando sistemdticamente la preparacion, utilizando el objetivo
de 10X y confirmar con 40X.

Las técnicas de flotacion permiten la separacion de quistes de protozoos y huevos de ciertos
helmintos del exceso de residuos mediante el uso de soluciones con elevada gravedad especifica.
Los elementos parasitarios son recuperados de la capa superficial y los residuos se mantienen en el
fondo del tubo. Con estas técnicas los preparados son mas limpios que los obtenidos por
sedimentacion. Sin embargo, algunos huevos (como los opérculados, o los densos como los estériles
de Ascaris lumbricoides) no se concentran bien en las flotaciones; en estos casos se recomienda el
uso de técnicas de sedimentacion. (55)
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D) Tincion de Kinyoun

Material:

-Portaobjetos 7.5 x2.5 cm.
-Aplicadores de madera
-Pipetas pasteur con bulbo de goma

Reactivos:
-Carbol-Fucsina

-Acido al 10%

-Verde brillante al 1%
Preparacion de Reactivos:

Carbol-fucsina

Fucsina basica 1 gramo
Etanol 10 ml
Fenol 5ml
Agua cbp 100 ml

1.- Fundir el fenol, agregar la fucsina.

2.- Homogeneizar en bafio maria a 60-C, sacar la mezcla del bafio.
3.- Agregar el etanol, agitar 5 minutos.

4.- Adicionar el agua.

5.- Dejar en bafio maria 15 minutos para completar la homogenizacion.

6.- Almacenar en frasco oscuro con tapon esmerilado.
Alcohol-acido

Acido sulfurico 10 ml
Agua cbp 100 ml

Verde brillante 1%

Verde brillante 1 gramo
Agua cbp 100 ml
Equipo:

-Microscopio compuesto

Diego Josimar Hernandez Silva
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Procedimiento:

1.- Elaborar un frotis de materia fecal con ssi, dejar secar.

2.- Fijar con material y al calor.

3.- Cubrir la preparacion con fucsina basica por 3 minutos. Evitar que la preparacion se seque.
4.- Enjuagar suavemente con agua la llave.

5.- Decolorar con alcohol 4cido al 10% por 5 segundos.

6.- Colocar verde brillante al 1% por 30 segundos

7.- Lavar con agua y dejar secar

8.- Observar a inmersion
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13.6 Anexo 6. Prueba de Fisher, datos y procedimiento.

Ho: La frecuencia de erradicacién del parasito Blastocystis sp. con trimetoprim con sulfametoxazol
es igual en parasitosis Unicas y asociadas a comensales.

H,: La frecuencia de erradicacidn del parasito Blastocystis sp. con trimetoprim con sulfametoxazol
es diferente en parasitosis Unicas y asociadas a comensales.

Resultado Erradicado No Erradicado Total
Parasitosis
(nGmero de % (nGimero de %
pacientes) pacientes)
Unico 12 71% 4 40% 16
Mixto 5 29% 6 60% 11
Total 17 100% 10 100% 27

Si (P1-P2) es mayor al producto de Z,s5 X Error a concluimos que la diferencia es
estadisticamente significativa.

Z 0.05 = 1.96
Entonces:

(P,—P,)=.71-29=4

_P1+P2_.71+.29_5
2 2 o

Error a= \/P(l - P)(l/nl - 1/712) = \/ 51 — .5)(1/16 + 1/11) =.0383 =.195
Error a X 1.96 = .3822

La diferencia de (P; — P,) supera al valor del Error a concluimos que la diferencia entre .71y .29 es
estadisticamente significativa, por lo que podemos aceptar la hipdtesis alternativa.



