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Resumen

Antecedentes: Pruebas de susceptibilidad antiparasitaria in vitro para Blastocystis hominis, Entamoeba histolytica-E. dispar y
Balantidium coli, asi como el cultivo para protozoarios intestinales, han sido publicados escasamente en la literatura médica. En
nuestro medio atn no se ha comunicado pruebas de susceptibilidad in vitro para los parasitos mencionados. Objetivos: Plantear una
alternativa de prueba de susceptibilidad antiparasitaria in vitro y conocer su resistencia frente a los antimicrobianos. Disefio: Estudio
prospectivo, descriptivo. Instituciones: Instituto de Medicina Tropical "Daniel Alcides Carrién", Universidad Nacional Mayor de San
Marcos, e Instituto Especializado de Salud del Nifo, Lima, Pert. Material biolégico: Cultivos de Blastocystis hominis, Entamoeba
histolytica-E. dispar y Balantidium coli frente a cinco antimicrobianos. Métodos: Se trabajo con 64 cultivos de Blastocystis hominis,
16 de Entamoeba histolytica-dispary 16 de Balantidium coli, frente a cinco antimicrobianos: metronidazol, cotrimoxazol, tetraciclina,
furazolidona y ciprofloxacina. Las cepas de B. hominis, E. histolytica-E. dispar fueron cultivadas en el medio de Pavlova modificado,
de 500 muestras de heces de nifios con diagnostico de parasitosis intestinal y las de B. coli de heces de cerdo. Las pruebas de
susceptibilidad in vitro se realizaron con el método de microcultivos en el medio de Pavlova modificado, en pocitos con 200 uL
del medio sin antiparasitarios (control) y con antiparasitarios en 10 concentraciones, desde 128 ug/mL hasta 0,25 ug/mL; luego
de incubacion a 36° C por 48 horas, la lectura por examen microscopico directo compard el desarrollo en el medio control con
el desarrollo en los pocitos conteniendo los antimicrobianos. Principales medidas de resultados: Concentracion inhibitoria minima
(CIM). Resultados: Se encontré para B. hominis, con metronidazol CIM 90: 64 ug/mL y CIM 50: 2 ug/mL; para E. histolytica-E. dispar
con metronidazol, CIM 90: 1 ug/mL y CIM 50: 0,5 ug/mL; para B. coli con tetraciclina, CIM 90: 0,25 ug/mL y CIM 50: 0,25 ug/mL.
Conclusiones: Estos datos preliminares, a ser validados, muestran un comportamiento de las cepas de los parasitos mencionados, y
es una alternativa de utilidad potencial (en caso de ser validada) para su aplicacion en el tratamiento dirigido contra los protozoarios
estudiados, asi como en la vigilancia de resistencia.
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Abstract

Background: In vitro antiparasite susceptibility test for Blastocystis hominis, Entamoeba histolytica-E. dispary Balantidium coli, as well
as intestinal protozoaria cultures, have rarely been reported in the medical literature. In vitro susceptibility tests for those parasites
have not been published locally. Objectives: To determine an alternative in vitro antiparasite susceptibility test and its resistance to
antimicrobials. Design: Prospective, descriptive study. Settings: Instituto de Medicina Tropical "Daniel Alcides Carrion", Universidad
Nacional Mayor de San Marcos, and Instituto Especializado de Salud del Nifo, Lima, Peru. Biologic material: Blastocystis hominis,
Entamoeba histolytica-E. dispar and Balantidium coli cultures against five antimicrobials. Methods: Sixty-four Blastocystis hominis, 16
Entamoeba histolytica-E. dispar and 16 Balantidium coli cultures were used against five antimicrobials: metronidazole, cotrimoxazole,
tetracycline, furazolidone and ciprofloxacin. B. hominis, E. histolytica-E. dispar strains were cultured in modified Pavlova’'s media, from
500 feces samples of children with intestinal parasitosis diagnosis, and B. coli from pig feces. In vitro susceptibility tests were done
by microculture methods in modified Pavlova's media, in 200 uL media little pools without antiparasites (control) and with antiparasites
in 10 concentrations going from 128 ug/mL through 0,25 ug/mL; after incubation at 36° C for 48 hours, direct microscope exam
reading compared development in control media and pools containing antimicrobials. Main outcome measures: Minimum inhibiting
concentration (MIC). Results: For B. hominis with metronidazole CIM 90 was 64 ug/mL and CIM 50: 2 ug/mL; for E. histolytica-E. dispar
with metronidazole, CIM 90: 1 ug/mL and CIM 50: 0.5 ug/mL; for B. coli with tetracicline, CIM 90: 0.25 ug/mL and CIM 50: 0.25 ug/mL.
Conclusions: This preliminar information to be validated showed strains behavior of mentioned parasites, and represents a potential
alternative use (in case of validation) in treatment of studied protozoa, as well as in resistance surveillance.
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INTRODUCCION

Las pruebas de susceptibilidad antimi-
crobiana son de importancia médica,
en muchos casos vitales para la salud
del paciente. Conociendo el agente
causal y su comportamiento frente a
los antimicrobianos, permite un trata-
miento dirigido contra los mismos con
drogas a las cuales el microorganismo
ha sido demostrado ser sensible. En
la literatura médica especializada, las
pruebas de susceptibilidad in vitro para
los parasitos intestinales B. hominis, E.
histolytica y B. coli han sido publicadas
escasamente 9. En los laboratorios de
centros hospitalarios, usualmente no se
realiza dichas pruebas para los parésitos
mencionados. Stenzel y Boreham men-
cionan que B. hominis es un parésito
anaerobio estricto, dificil para su aisla-
miento, costoso, requiere mucho tiem-
po y personal especializado ¢V, lo cual se
plantea como un factor limitante para
estudiar al parésito; y la posibilidad de
realizar pruebas de susceptibilidad anti-
parasitaria serfa mas dificil. Asimismo,
no se menciona usualmente las prue-
bas referidas (in vitro) para los otros
parésitos intestinales mencionados. En
nuestro medio se conoce algunas alter-
nativas simples y de costo bajo para el
cultivo de parésitos como B. hominis %]
adn no se ha publicado pruebas de sus-
ceptibilidad antiparasitaria in vitro.

El objetivo de nuestro estudio es
presentar una prueba de susceptibili-
dad antiparasitaria in vitro que permita
conocer el comportamiento de los pa-

rasitos mencionados frente a las drogas
antiparasitarias, conocer la frecuencia de
resistencia de los parasitos y averiguar las
drogas a las cuales dichos parasitos son
sensibles.

METODOS

El presente es un estudio descriptivo ob-
servacional. En una primera etapa se rea-
liz6 cultivos para estos protozoarios de
500 muestras de heces frescas de nifios
atendidos en el Instituto Especializado
de Salud del Nifio, con diagnéstico cli-
nico de parasitosis intestinal, logrando
64 cultivos positivos de B. hominis, 16
de E. histolytica-E. dispar y se comple-
mentaron otras 16 de B. coli con el cul-
tivo de muestras fecales de cerdos. Los
cultivos positivos de los protozoarios
mencionados fueron mantenidos con
repicajes cada 3 difas, utilizando el me-
dio de Pavlova modificado 9.

En una segunda etapa, se procedié
a realizar las pruebas de susceptibilidad
antiparasitaria con los antimicrobianos
utilizados para cada uno de estos micro-
organismos, trabajando por el método
de microcultivos descrito por el primer
autor Y, en el medio de Pavlova mo-
dificado, sin y con los antimicrobianos
correspondientes: metronidazol, fura-
zolidona, tetraciclina, ciprofloxacina y
norfloxacina, de la marca Sigma, y tri-
metoprim/sulfametoxazol, conseguido
como medicamento (Septrin). Fueron
preparados con los disolventes y dilu-
yentes correspondientes 12 y se agregd

estas en el medio de Pavlova modifi-
cado, de manera de tener 10 concen-
traciones de cada droga, desde 128 ug/
mL hasta 0,25 ug/mL, para la deter-
minacién de la concentracién inhibi-
toria minima (CIM), en forma similar
a métodos utilizados en el estudio de
bacterias (método de dilucién en cal-
do). El in6culo fue preparado a partir
de un cultivo de 48 horas en el medio
de Pavlova modificado; una gota de la
suspensién de los pardsitos B. hominis,
E. histolytica (20 uL) fue depositada con
un dispensador en cada uno de los me-
dios sin antimicrobianos (como control)
y con antimicrobianos, en las diferentes
concentraciones y previamente calen-
tados a 422 C por 15 minutos, lo cual
también es posible realizar a 36° C por
Y hora. Para el caso de B. coli, se tomé
en consideracién incremetar la luz de la
punta utilizada con el dispensador. La
lectura se realizé luego de incubacién
a 36° C por 48 horas, por observacién
microscopica directa de 1 gota (20 ul)
de los cultivos, con objetivos de 10x,
comparando el desarrollo en el medio
control con el desarrollo en los pocitos
con los antimicrobianos, para la deter-
minacién de la concentracién inhibito-
ria minima (CIM).

RESULTADOS

Los resultados de las pruebas de suscep-
tibilidad antiparasitaria con los antimi-
crobianos utilizados, se presenta en la
tabla adjunta.

Tabla 1. Concentracion Inhibitoria minima de antimicrobianos en Blastocystis hominis, Entamoeba histolytica-dispar y

Balantidium coli.

Parasitos

Antimicrobiano

B. hominis (n=64)
E. histolytica-dispar (n=16)
B. coli (n=16)

Metronidazol Furazolidona STLiI?;i:zg;ig; é | Ciprofloxacino Tetraciclina
CIM (ug/mL) CIM (ug/mL) CIM (ug/mL) CIM (ug/mL) CIM(ug/mL)
90%  50%  90%  50%  90%  50%  90%  50%  90%  50%
64 2 8 1 128 64 128 16 128 32
1 05 32 8 128 64 64 8 64 8
1 1 8 1 8 0,25 32 2 025 025
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DISCUSION

Segtin los resultados de las pruebas de
susceptibilidad antiparasitaria con cin-
co antimicrobianos, se encontré para
B. hominis con metronidazol CIM 90:
64 ug/mL y CIM 50: 2 ug/mL; para E.
histolytica - E. dispar con metronidazol
CIM 90: 1 ug/mL y CIM 50: 0,5 ug/mL;
para B. coli con tetraciclina CIM 90:
0,25 ug/mL y CIM 50: 0,25 ug/mL. En
la literatura médica se menciona como
drogas dtiles para el tratamiento de
B. hominis al metronidazol y como al-
ternativa al trimetoprim/sulfametoxa-
zol 9, Sin embargo, segin los resul-
tados obtenidos en el presente estudio
y de acuerdo a la CIM de este dltimo
antimicrobiano, no serfa util si se uti-
lizara como tratamiento de los pacien-
tes con las cepas aisladas; en cambio el
metronidazol y furazolidona serfan las
drogas mas adecuadas. Con respecto a
E. histolytica-E. dispar, se encontré un
resultado similar con el metronidazol
y furazolidona. Para B. coli, la CIM 90
mas baja correspondié a la tetraciclina,
seguida del metronidazol y furazolido-
na. Estos datos preliminares, por vali-
darse, muestran un comportamiento de

las cepas de los parasitos mencionados
y se presentan como una alternativa de
utilidad potencial para su aplicacién
en el tratamiento dirigido contra los
protozoarios estudiados, asi como en la
vigilancia de resistencia.

En conclusién, la prueba de suscep-
tibilidad antiparasitaria que se presenta
para conocer el comportamiento de los
pariésitos Blastocystis hominis, Entamoe-
ba histolytica-E. dispar y Balantidium
coli frente a diversos antimicrobianos,
constituye una alternativa (en caso de
validarse) de utilidad potencial para su
aplicacién en el tratamiento contra los
protozoarios, asi como en la vigilancia
de la resistencia.
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