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RESUMEN

Blastocistys spp. es un chromista prevalente que infecta a una gran variedad de vertebrados.
Durante los Gltimos afios, estudios realizados han descrito la asociacion de este parasito con
el padecimiento de Sindrome de intestino irritable (SII), (Ibarra, 2015, Rostami, et al., 2017,
Jadalah, et al., 2017), el cual se define, como un grupo funcional de los desérdenes del colon
con dolor abdominal, con periodos de estrefiimiento con diarrea, presencia de moco y
defecacion irregular (Sinagra, et al. 2016, Occhipinti & Smith, 2012). ElI SlI es una
enfermedad frecuente en la préactica clinica, representa el 12% de todos los diagndsticos
obtenidos en las consultas médicas generales y un 25%-50% de todas las consultas de
gastroenterologia (Zeber et al., 2016). La incidencia en paises en desarrollo es de 35%-43%.
Asi mismo se ha reportado casos clinicos donde el tratamiento con metronidazol ha sido
ineficaz para la eliminacion de este parasito. Por tal motivo, algunos reportes de sensibilidad
in vitro realizados en Blastocystis spp., mencionan que, metronidazol no es la mejor opcion
para tratar la infeccion contra Blastocystis spp. y se debe buscar otras opciones (Roberts,
2014, Moghaddam et al., 20015). Por tal motivo el propoésito del presente trabajo fue evaluar
el efecto in vitro del compuesto 1,3-Bis-(4-fenil-[1, 2, 3] triazol-1-il)-2 propanol en
comparacion con metronidazol en cultivo in vitro de Blastocystis spp. en muestras de
pacientes con Sindrome de intestino irritable. Para ello, se realiz6 un estudio prospectivo de
pacientes con SlI provenientes del Centro Médico ISSEMyM, durante los meses de Abril
2016-Abril 2017. Los pacientes fueron seleccionados bajo los criterios de inclusién:
pacientes con Sl y que aceptaron participar en el estudio; exclusion: pacientes que estuvieran
con algun tratamiento antiparasitario; eliminacion: pacientes que no quisieran participar en
el estudio o que no presentaran Sll. Los pacientes que cumplieron con los criterios de
inclusién, se recibieron muestras fecales seriadas de tres, a las que, se les realizd un analisis
coproparasitoscépico por observacion directa y método de concentracion de Ritchie. Las
muestras que presentaron Blastocystis, se colocaron a una temperatura de 36°C y
posteriormente se extrajo a este parasito por el método de concentracién, posteriormente, se
coloc6 al concentrado de Blastocytis en sol. de Locke a 36°C. Para la prueba de
susceptibilidad, se realiz6 una solucién Stock de metronidazol adquirido de Sigma-Aldrich

y del compuesto 1,3-Bis-(4-fenil-[1,2,3] triazol-1-il)-2 propanol sintetizado por (David et al.,



2011). las concentraciones realizadas fueron: 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64, 125, 250, 500 y 1000pg/mL
obtenidas por dilucién doble para cada compuesto. Se realiz6 un microcultivo en placas de
96 pozos, cada pozo se indculo con 100uL de medio liquido de Boeck-Drbohlab con un
promedio de 325 parasitos/10pL (muestral), 312.5 parésitos/10uL (muestra 2), 150
parasitos/10uL (muestra 3), 300 parasitos/10uL (muestra 4), 212.5 parasitos/10uL (muestra
5) y 100uL de medio liquido de Boeck-Drbohlab con la concentracion de cada compuesto,
el andlisis se realizo por triplicado y se llend una cuarta columna con medio y misma
concentracion de parasitos, pero sin ningun farmaco para cada muestra, la cual fue utilizada
como control, posteriormente se realizd un conteo de parasitos muertos y vivos con camara
de Neubauer en intervalos de tiempo de cada 12 horas durante 48 horas, debido a, que se
observoé que a intervalos de tiempo de 6hrs no habia diferencias significativas en esta prueba.
La viabilidad del parasito fue realizada por el método de azul tripan (Strober, 2001) vistas a
microscopio electronico a objetivo de 40X. Finalmente, se obtuvo la concentracién minima
inhibitoria para ambos farmacos, obteniendo como resultado que metronidazol y el bis-triazol
tienen efecto en Blastocystis spp. Unicamente a concentraciones altas, sin embargo, en la
muestra 1, el parasito no mostro sensibilidad ante el compuesto bis-triazol. Se concluye que,
para este estudio, metronidazol es méas eficaz que el compuesto con una concentracién

minima de 32pg/mL.



INTRODUCCION

Blastocystis spp. es un parasito intestinal, miembro del reino chromista, con una gran
variedad genética, presenta 17 subtipos (ST) basados en la pequefia subunidad del gen rRNA
(SSUrDNA) (Madi et al., 2015), anteriormente considerado como organismo no patégeno y
perteneciente a la microbiota humana, sin embargo, durante los Gltimos afios ha sido
catalogado dentro de los paréasitos patdgenos, debido a que se ha determinado que ocasiona
dolor abdominal, cuyo sintoma es el méas prevalente (76.9%), diarrea (50%) y distencion
abdominal (32.6%) (Kaya et al., 2007, Ertug et al., 2009) y ha sido asociado a diferentes
enfermedades como Sindrome de Intestino Irritable (Ramirez et al., 2014, Khadem et al.,
2017), urticaria (Casero et al., 2015) Sin embargo, los tratamientos dirigidos contra
Blastocystis spp. han sido de eficacia variable, se ha determinado que, depende de la
sensibilidad del subtipo (ST) del parésito, con el farmaco con el que sea sometido (Roberts,
2014).

Se ha observado que el metronidazol, que es el farmaco méas usado para tratar la infeccion
por Blastomcystis spp. (Stensvold et al., 2010), no es eficaz en todos los tratamientos
realizados en pacientes (Roberts, 2013). Por tal motivo, el propdsito de la investigacion fue
evaluar el efecto de 1,3-Bis-(4-fenil-[1,2,3] triazol-1-il)-2 propanol en comparacion con
metronidazol, en cultivo in vitro de Blastocystis spp. en muestras de pacientes con Sindrome

de intestino irritable.



CAPITULO I. MARCO CONCEPTUAL
1.1 Blastocystis spp.
Blastocystis spp. es un parasito cosmopolita, habita en el tracto intestinal del humano y de
diversos hospederos, la prevalencia de infeccion por esté pardsito se da en paises
desarrollados en un 10% y en paises en desarrollo 30%-50%. Se estima que Blastocystis spp.
afecta a mas de 1000 millones de personas en la poblacion (Del coco et al., 2017). Asi mismo
es el parasito gastrointestinal mas predominante (Duda et al., 2015).

1.1.1. Taxonomia

Anteriormente Blastocystis spp. era considerado como un protozoario, sin embargo,
actualemente esta clasificado dentro del Reino: Chromista, Subreino: Chromobiota,
Infrareino: Heterokonta, Subfilum: Opalinata, Clase: Blastocystea (Tan et al., 2010). Se han
descrito 17 subtipos (ST) hasta el momento, de los cuales el mas comun es el ST3 seguido
de ST1 (Bart et al., 2013, Safadi et al., 2014)

1.1.2 Morfologia de Blastocystis spp.
Blastocystis spp. es un parasito polimorfico, se le reconocen seis morfotipos o formas:

vacuolar, granular, ameboide, quistica, multivacuolar y avacuolar.
1.1.2.1. Forma vacuolar.

Es el morfotipo mas predominante en heces frescas, mide de 15um -25um, presenta una
vacuola central que ocupa el 90% del volumen de la célula, alrededor de esta se encuentra el

resto del citoplasma que contiene el nucleo del parésito con sus organelos [figl]. (Poirier et

al., 2006). 4 ,‘ BRI
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Fig. 1 Formas vacuolares de Blastocyst/s spp., observadas en pauentes con SlI (obtenida de
Garcia 2016).



1.1.2.2. Forma granular

Esta formotipo, contiene una gran cantidad de granulos lipidicos dentro de la vacuola central,
se describen a estos granulos como estructuras reprodutivas, que posiblemente son producto
de reproduccién por esquizogonia, mide 10um y esta fase es mayoritariamente observada

cuando Blastocystis spp. es tratado bajo algun farmaco [fig.2] (Tan, 2002).

1.1.2.3. Forma ameboide

La forma de este morfotipo es tipo ameba, se caracteriza por tener pseuddpodos para su
locomocién mide 10-22 um, su forma es ovalada y sin membrana celular, vista en muestras
dearreicas, considerada como la causante del desarrollo del cuadro clinico del hospedero
[fig.2] (Tan, 2008, Rajamanikam y Suresh 2013).

1.1.2.4. Forma avacuolar
Esta fase carece de vacuola central, mide 5 um, propia de cultivo in vitro [fig.2] (Boreham,
1993).

1.1.2.5. Forma multivacuolar

Este morfotipo, es de tamafio variable, su diametro oscila entre 5-8 pm, contiene multiples
vacuolas pequefias, poseen pileos gruesos en su superficie. Estas formas han sido sugeridas
que representan el estado in vivo del parasito, mientras que la forma vacuolar y granular son

formas predominantes en cultivo in vitro. (Romero, 2010).

1.1.2.6. Quiste.

El quiste de Blastocystis spp. posee forma redondeada, luminosa, mide 5-40 um de diametro,
posee una gran vacuola central llena de liquido. La membrana externa es lisa rodeada de una
capa de material capsular, visto después de la formacionde la fase granular [fig.2] (Suresh et
al.,2009).
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Fig. 2 Morfotipos de Blastocystis spp. observados en pacientes con Sll, donde se observa en la imagen a) fase vacuolar de
Blastocystis [1] vacuola central, [2] vacuolas, [3] citoplasma, b) fase ameboide [1] membrana celular, [2] citoplasma, c)
fase granular (tomadas por Garcia, 2016).

1.1.3. Ciclo biolégico.
La persona parasitada por Blastocystis spp., excreta en sus heces quistes (forma infectante)
al medio, que a su vez contamina agua y alimentos. Esto posibilita que lleguen por via oral a
otras personas de manera directa o indirectamente (Stesvold et al., 2008). Al ser ingerido el

quiste, este desciende al intestino

%,
. X

e

\ Granular -,

Multwacuular
|

Quiste '. m @ @ J-‘-.rn ebmde

@ . Quiste t P

| 2

W L) T—

E=zquizogonia = —

Fig. 3 Ciclo de vida de Blastocystis spp. (tomado de Garcia et al., 2016).

delgado de su hospedero y llega al intestino grueso donde se divide por fision binaria, al
penetrar dentro de las células del epitelio intestinal, este se desarrolla a forma vacuolar.
Posteriormente, algunas de estas estructuras se pueden transformar a la fase granular o

ameboide, esta Gltima juega un papel muy importante en el desarrollo de las manifestaciones
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clinicas. Su reproduccion es asexual por fision binaria y por esquizogonia. Posteriormente
pasa nuevamente a la fase quistica, que es arrojada al medio en las heces. Por tanto, se

transmite por via fecal-oral [Fig.2] (Hotez, 2000).

1.1.4. Sintomatologia

Blastocystis spp. ha sido asociado a una serie de padecimientos gastrointestinales como: dolor
abdominal, diarrea, fiebre, estrefiimiento, diarrea con sangre, urticaria, vomito, inflamacion,
flatulencias, mareo, salivacion, asociado a Sll y enfermedad inflamatoria (Hilmi et al., 2012,
Ramirez et al., 2010, Shawky et al., 2011, Stark et al., 2007). Asi mismo, la infeccién por
Blastocystis spp. puede presentarse asintomaticamente, sin embargo, se ha reportado que el
sintoma mas frecuente por Blastocystis spp. es diarrea (63.3%) y dolor abdominal (37%)
(Salvador et al., 2016). Durante los ultimos afios Blastocystis spp. se ha asociaso a Sindrome
de intestino irritable (SII) debido a que. se ha demostrado que, la presencia de este parasito
es mas frecuente en muestras fecales de pacientes con Sll (46%) comparado con un grupo
control (7%) (Das et al., 2016, Krogsgaard et al., 2015). Asi mismo, la infeccion por

Blastocystis puede presentarse de manera asintomatica (Lepzynska et al., 2015).

1.1.5. Patogenia.

Blastocystis spp. produce invasion de las células del epitelio intestinal, desarrollando un
proceso inflamatorio en la mucosa intestinal en ileon y colon, con el desarrollo de pequefias
ulceraciones que se acompafian de focos hemorragicos (Andiran et al., 2006). Se ha reportado
que la colonizacién de Blastcystis spp. es asociada con un incremento de la microbiota
bacteriana del intestino (Audebert et al., 2016).

1.1.5.1. Mecanismo de accion de Proteasas en Blastocystis Spp.

Su patogénesis se debe a, la habilidad de producir proteasas de cisteina y otras enzimas
proteoliticas dentro de sus vacuolas (Wawrzyniak, 2012), estas enzimas y proteasas degradan
las glucoproteinas IgA de los enterocitos y las usan como carbohidratos y proteinas, que les
sirven como recurso para sobrevivir y reproducirse en el intestino (Foaud, 2011). Asi mismo,
las proteasas inducen cambios en la permeabilidad de las células epiteliales por induccion de
apoptosis en las células del hospedero, asi como, disrupcion de la funcién de la barrera

epitelial, la modulacién de la respuesta inmune y la liberacion de citocina de las células
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epiteliales. Por tal motivo, Blastocystis spp. juega un papel importante en Sll (Stark et al.,
2007).

1.1.6. Subtipos de Blastocystis Spp. mas comunes en humano.

Blastocystis spp. presenta 17 subtipos (ST) que se han encontrado en diversos vertebrados,
de los cuales, los mas comunes en el humano son: ST1, ST2, ST3y ST4, de quienes el subtipo
ST4 y ST3 son mas asociados a Sll. EI ST1 se ha encontrado presente en individuos
asintomaticos, mientras que ST2 Unicamente se ha visto en pacientes con diarrea que
presentan Sl (Ramirez et al., 2014), mientras que el ST2 esté4 relacionado con pacientes
asintomaticos y ST3 es el mas prevalente (Broom et al., 2008).

1.1.7. Epidemiologia.

Blastocystis spp. es un parasito cosmopolita, predomina en climas frios y himedos, infecta a
animales de vida silvestre, domésticos y al humano. Es mas frecuente en nifios que en adultos,
pero se ha descrito con manifestaciones clinicas méas frecuente en adultos que en nifios. En
la poblacion la prevalencia de infeccion se efectla entre el 1.5%-10% en paises desarrollados
y del 30%-60% en paises en desarrollo (Shiang et al., 2006). La alta prevalencia de infeccion
en paises en desarrollo se vincula a la falta de higiene, al contacto con animales y el consumo
de comida y agua contaminada. Los individuos més parasitados, se encuentran en la edad
promedio de 30-50 afios y en nifios de 4-5 afios, en hombres se presenta en un 59.8% y en
mujeres en 44.9%. Blastocystis spp. es mas prevalente en verano (85.1%). Actualmente, se
sabe que es un parasito importante en individuos inmunodeficientes e inmunosuprimidos
incluyendo VIH y pacientes con céancer, cuya prevalencia es de 30%-40% (Meloni et al.,
2012). La incidencia de este parasito, puede deberse a que, este microorganismo ha
desarrollado resistencia a tratamientos antiparasitarios para protozoarios (Tan, 2004). Por
otro lado, la prevalencia de protozoarios intestinales en México en pacientes con Sll es de
23%, del cual Blastocystis spp. (16%), E. nana en (9%) y E. histolytica/dispar (3%) estos
hallazgos sugieren una relacion entre Sl y Blastocystis spp. (Yakoob et al., 2004). En paises
como Libia la prevalencia es de 26.58%, con mas prevalencia durante verano que en invierno
(Al-Fellani et al., 2007).
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1.1.8 Cultivo in vitro.

Blastocystis spp. es un parasito anaerobio estricto, dificil de aislar, debido a que, el
aislamiento requiere de mucho tiempo y personal especializado. Dado a ello, se han utilizado
diferentes cultivos para su aislamiento; cultivo de Pavlova, medio de Boeck- Drbohlav,
medio de Jones, medio de Barret (Zerpa et al., 2012).

Medio Pavlova, es un medio monofasico, que consta de fosfato acido de sodio 8.95g, fosfato
de potasio 1.15g, cloruro de sodio 20.00g, extracto de levadura 4.00g, agua destilada 2750ml,
se adicionan suero de caballo 37.5mL, almidén de arroz 2.75g, penicilina G sodica 1000
Ul/mL, 50-100 ug/mL de estreptomicina, (Beltran et al., 2003).

Medio de Boeck-Drbohlav (MBDM), es un medio bifasico que consta de una fase liquida
que es una solucion tamponada y suero inactivado (bovino, caballo, conejo 0 humano) y una

fase solida coagulada de huevo embrionado (Ortigoza et al., 2005).

Medio de Jones es un medio monofasico ampliamente utilizado por su relativa simplicidad
en la preparacién y exigencias minimas para la realizacion de este, (Gallegos et al., 2012,
Suresh y Smith, 2004)

Medio de Barret, es un medio monofasico que consta de suero de caballo y solucion salina
(Barret, 1990).

1.1.9. Sindrome de Intestino irritable (SII).

Es un trastorno funcional que se caracteriza por la presencia de dolor abdominal recurrente
asociado a alteraciones del ritmo deposicional, en forma de estrefiimiento, diarrea 0 mixto.
La inflamacion y la distension abdominal son muy frecuentes en el Sll. El Sindrome de
intestino irritable, se clasifica segun el tipo de alteracion del habito deposicional
predominante, en SlI con estrefiimiento (SII-E) se presenta, cuando mas de un 25% de las
heces son del tipo 1 y 2 en la escala Bristol y menos del 25% del tipo 6 y 7[fig.4]. EI SII con
predominio diarrea (SI1-D) se diagnostica, cuando mas del 25% de las heces son del tipo 6 y
7 Bristol y menos del 25% son del tipo 1 y 2. Cuando se combinan ambos trastornos,
estrefiimiento y diarrea, se habla de Sl de tipo mixto (SII-M) donde, méas del 25% de las
heces son del tipo 1 y 2 Bristol y mas del 25% son de tipo 6 y 7 Bristol (Schmulson y

Drossman, 2017). Cuando los pacientes cumplen con los criterios de diagnostico para el SlI,
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pero sus habitos intestinales no se pueden clasificar con precision en ninguno de los subtipos
anteriores, entonces, se determina como Sindrome de intestino irritable de tipo
Indeterminado (SII-1), esto sucede, cuando el patron de las deposiciones es intermedio y no

puede clasificarse como diarrea ni estrefiimiento (Mearin et al., 2016).

Tipo 1 O O (@] Tipol: Trozos duros separados, como nueces,
0 [eloXe) que pasan por dificultad.
Tipo 2 ,-='¥:5-;3_'; PN Tipo2: Como una salchicha compuesta de
'-:’_f:_j’: X ¥ fragmentos.
Tipo 3 TS Tipod: Con forma de morcilla con grietas en
“Er :‘f_\:\?) la superficie.
Tipo 4 Tipo4: como una salchicha o serpiente, lisa v
blanda.
Tipo 6 Tipo&: Trozos de masa pastosa con bordes
definidos, que son defecados facilmente.
Tipo 7 Tipa7: Acuosa, =m  pedazes solidos,

totalmente liquida.

Fig. 4 Escala Br-irstol (tomada de Mearin et al. 2016).

1.1.9.1. Epidemiologia de SI1.

El SII es una enfermedad frecuente en la préctica clinica, representa el 12% de todos los
diagnosticos obtenidos en las consultas médicas generales y un 25%-50% de todas las
consultas de gastroenterologia. La incidencia de este padecimiento en paises en desarrollo es
de 35%-43%. (Ramirez et al., 2010). Se presenta mayoritariamente en mujeres que en
hombres y mas comunmente diagndsticado en pacientes de 50 afios (El-Salhy, 2012). Se ha
reportado que alrededor del 10-20% de los adultos y adolescentes presentan sintomas
consistentes de SlI. (Longstreth, 2006).

En Meéxico el SII-C es mas predominate en la poblacién (64%) en comparacion con SII-M
(12%), asi como Blastocystis spp. es el parasito encontrado con mayor presencia en este
padecimiento (31%), por tal motivo, se observa una asociacion entre Blastocystis spp. con
el Sindrome de intestino irritable (Jimenez et al., 2012).

1.1.10. Tratamiento contra la infeccion por Blastocystis Spp.

En casos donde Blastocystis spp. es implicado en una enfermedad gastrointestinal, el
tratamiento es usualmente con metronidazol, seguido de, paramomicina, iodoquinol,
trimetoprim, sulfametoxazol, cotrimoxazol, nitazoxanida y rifaximina. Pocos estudios han

examinado los efectos de los farmacos en Blastocystis spp. in vitro. EI farmaco de eleccion

15



para la quimoterapia de Blastocystis spp. ha sido metronidazol u otros nitroimidazoles. Sin
embargo, este farmaco ha sido ineficaz en la erradicacion del parasito en los individuos
infectados. Se ha reportado resistencia frecuente en Blastocystis spp. ante metronidazol desde
1991, por lo que este fArmaco ya no puede ser una opcion como primera linea de tratamiento.
La resistencia a los efectos citotdxicos de metronidazol de la forma quistica de Blastocystis
spp. ha sido de 5 mg/mL, eso explica, el porque de la poca eficacia de metronidazol en

algunos individuos (Durgha et al., 2015).

1.1.11 Farmacos

1.1.11.1. Metronidazol

Metronidazol cuyo nombre sistémico es 1-(2-hydroxyethyl)-2-metyl-5-nitro-1H-imidazol y
2-(2-methyl-5-nitro-1H-imidazol-1-yl) etanol, es un medicamento que es usado para tratar
infecciones de una variedad de organismos anaerobicos, como infecciones parasiticas y
bacterianas. Posee una variedad de grupos funcionales y dos atomos de hidrégeno

coordinados al anillo de imidazol (Dvenko et al., 2000).

Y
O,N N)\CHg

OH

Fig. 5 Molécula de metronidazol

1.1.11.1.2 Efecto de Metronidazol en Blastocystis spp.

Se ha visto que, metronidazol induce en Blastocystis spp. apoptosis, condensacion nuclear,
encogimiento celular, deposicion a los cuerpos apoptéticos ligados a la membrana y
fragmentacion de DNA. Este proceso es desarrollado, devido a que, metronidazol entra a la
célula y a la mitocondria por difusién simple. En la mitocondria, metronidazol compite
eficientemente por los electrones con el aceptor de electrones de la cadena respiratoria. Los
organismos susceptibles a 5-nitroimidazoles transfieren electrones generados por su sistema
de transporte de electrones al grupo nitro del farmaco y no a su aceptor de electrones natural.

La reduccion del grupo nitro de metronidazol resulta de la sintesis de radicales cititoxicos
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(R-NO2). Por tanto, el efecto antimicrobiolégico de metronidazol depende de su reduccion
metabdlica (Nasirudden et al., 2004).

1.1.11.2. Triazoles.

Los triazoles son moléculas con un nacleo de triazol y los componen un par de compuestos
quimicos isémericos con la formula molecular C2H3N3 con cinco miembros de anillo de dos
atomos de carbono y tres de nitrégeno. La importancia de los compuestos triazélicos esta
dada por sus propiedades terapéuticas como, antifdngica, antiviral, antiinflamatoria,
antitumoral, anticonvulsionante, antidepresivo, antitubercular, antihipertensivo, analgésico,
hipoglicemico, antiparasitario, inhibidor enzimatico, herbicida, insecticida, antibacteriana,
siendo esta Ultima la mas fuerte de sus propiedades. Debido a estas propiedades son bien

conocidos como farmacos (Naseer, 2010, Aggawal, et al., 2011).

1.1.11.2.1. 3-Bis-(4-fenil-[1, 2, 3] triazol-1-il)-2- propanol.

Es un compuesto cuyas caracteristicas fisicoquimicas son: Formula molecular C19H1sNsO7,
p.f.: 196-197°C, peso molecular: 346.38g/mol, espectroscopia de infrarrojo (IR) (KBr): 1600,
2103, 3080, 3220 cm™, pH:7.6, resonancia magnética Nuclear de hidrogeno (H NMR):
(CDCI3, 500 MHz), 8.49 (s, 2H, H-4), 7.84 (m, 4H, H-3), 7.43 (m, 4H, H-2), 7.30 (s, 2H,
H1), 5.79 (m, 1H, H-7), 4.61 (m, 2H, H-5), 4.42 (m, 2H, H-6), resonancia magnética de
carbono (C NMR) (CDCI3, 125 MHz) & 146.1, 130.7, 128.7, 127.6, 125.0, 122.3, 68.2, 53.1.
(Jimenez et al. 2011).

— OH —=

Ne N A NN

Fig. Estructura del compuesto1,3-Bis-(4-fenil-[1, 2, 3] triazol-1-il)-2- propanol. (tomada de
Jimenez et al., 2011).
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1.1.12. Evaluacion in vitro.

La evaluacion in vitro de la actividad antiparasitaria de los compuestos puede ser determinada

por la concentracién minima inhibitoria (CIM) que consiste en la determinacion de la

concentracion del agente quimico en un medio adecuado en el que no ocurre desarrollo del

microorganismo en particular, mediante un método de dilucion sucesiva (Quinlivan et al.,

2015).

CAPITULO Il. ANTECEDENTES

2.1. Susceptibilidad en Blastocystis spp.

Las pruebas de susceptibilidad en Blastocystis spp. han sido escasas, en la siguiente tabla® se

muestran algunos estudios realizados en este parasito.

Autor

Estudio

Balkrishnan et al.,
(2016).

En este estudio, se sometieron a analisis el ST1, ST2, ST3y ST5
de Blastocystis spp., a concentraciones de 0.1mg/mL y 0.0001mg/
mL de metronidazol. El estudio demostr6é que metronidazol en
ST3 tiene mayor poblacion de células viables apoptéticas (70%) a
las 72 horas, seguido de células de VINA (8%), no viables
apoptoticas (12%) y células necroticas (10%). Asi mismo,
obtuvieron que la fase granular se formd en el 88% de la poblacion
en 0.0001mg/mL y el 66% en 0.01mg/mL.

Zerpa et al., (2012)

Se realiz6 un analisis de susceptibilidad en Blastocystis spp. con
metronidazol, en el que se obtuvo una CIM 90%: 64ug/mly CIM
50%: 2ug/mL, furazolidona CIM 90%: 8 pg/mL y 50%: 1 pg/mL,
Trimetroprim/ Sulfametoxazol CIM 90%:128 pg/mL y 50%:64
pag/mL, Ciprofloxacino CIM 90%:128 pg/mL y 50%: 16 pg/mL.
Para E. histolytica-dispar (n=16) obtuvieron con metronidazol una
CIM de 90%: 1 pug/mL y 50%: 0.5 pg/mL, furazolidona CIM 90%:
32 pg/mL y 50%: 8 pg/mL, trimetroprim/sulfametozaxol CIM
90%: 128 pg/mL y 50%: 64 pg/mL, ciprofloxacino CIM 90%: 64
png/mL y 50%: 8 pg/ml y tetraciclina CIM 90%: 64 pg/mL y 50%:
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8 pg/mL, y Balantidium coli una CIM 90% y 50%: 1 pg/mL,
furazolidona CIM 90%: 8 pg/mL y 1 pg/mL,
trimetroprim/sulfametozaxol CIM: 8 pg/mL y 50%: 0.25 pg/mL,
ciprofloxacino CIM 90%:32 pg/mL y 2 ug/mL y tetraciclina CIM
90% y 50%: 0.25 pug/mL. Dado lo anterior, se concluye que

metronidazol sigue siendo una buena opcidn terapéutica,

Roberts et al.
(2016)

Se realiz6 un estudio de susceptibilidad en Blastocystis spp. con
los fArmacos: metronidazol, paromomicina, ornidazol, albendazol,
ivermectin, trimetoprim-sulfametoxazol, furazolidona,
nitazoxanida, secnidazol, fluconazol, nistatina, e itraconazol. Se
utilizaron las concentraciones de 1pug/mL a 10001ug/mL. En el
anélisis se obtuvo en metronidazol una CIM desde 250 pg/mL a 64
pg/mL, 125 pg/mL a 32 pg/mL (ornidazol), 64 pg/mL a 16 pg/mL
(secnidazol), 1 pg/mL(paramomicina), 64 pg/mL a 16 pg/mL
(albendazol), 250 pg/mL a 125 pg/mL) (furazolidona), 500 pg/mL
a 250 pg/mL(nitazoxanida), 500 pug/mL a 250 pg/mL(fluconazol),
500 pg/mL a 250 pg/mL(itraconazol) y 250 pg/mL (nistatina). Asi
como efectos apoptoticos en las células fueron observados a partir

de estas concentraciones.

Silva et al. (2016)

Se evaluo la susceptibilidad antiparasitaria in vitro de Blastocystis
frente a metronidazol, donde obtuvieron una CIM-90 y CIM-50 de
3.19 y 1.60 pg/ml respectivamente, mientras que la CIM-90 y
CIM-50 de nitazoxanida fue de 11.19 y 6.03 pg/ml, para
trimetroprim-sulfametozaxol CIM-90 y CIM50 fueron de 256
pg/mly 128 pg/ml. Estos valores muestran que Blastocystis es
susceptible a bajas concentraciones de metronidazol y
nitazoxanida; sin embargo, fue resistente a altas concentraciones

de trimetoprim-sulfametoxazol y eritromicina.
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Nasser (2010)

Evaluaron el efecto antimicrobiologico de 1,2,4- triazoles en
Aspergillus fumigatus, Penicillium italicum, Syncephalastrum
racemosum, Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Bacillus
subtilis, Candida albicans y Pseudomonas aeruginosa. En el
estudio obtuvieron una CMI = 250 pg/mL, siendo mas del 90% en

las bacterias en comparacion con los cultivos sin estos compuestos.

Vdovenko
Wiliams (2000)

Y

Realizaron una prueba de susceptibilidad antiparasitaria en
Blastocystis spp. con nueve farmacos: trimetoprim, desacetil-
nitazoxanida, nitazoxanida, metronidazol, quinacrina,
paramomicina y tetraciclina, demostrando un efecto supresivo en
todas las muestras, a excepcion de sulfametoxazol y cloroquina

quienes no mostraron efecto supresivo en Blastocystis spp.

Roberts et
(2015)

al,,

En el estudio, se obtuvo la CIM para los farmacos: Metronidazol=
64pg/mL-250pg/mL, ornidazol=125pg/mL-32ug/mL, segnidazol=
64pg/mL-
16pg/MI, furazolidona 250ug/mL-125ug/mL, nitazoxanida 500

64pg/mL-16, paramomicina= 1ug/mL, albendazol

pMg/mL-250 pg/mL y nistatin= 250ug/mL.

Aguilar
(2009)

Y Lucia

Estudios de caso han mostrado que Nitazoxanida y paramomicina
han logrado eliminar la infeccion contra Blastocystis spp., esta
ultima en pacientes con urticaria. Sin embargo, en Metronidazol se
ha observado que la eliminacion del parasito ha sido de 88% y al

cabo de seis meses después al primer tratamiento 75%.

Francois et
(2005)

al.,

En este estudio, se reportd que Nitazoxanida es una buena opcion
para tratar la infeccidn contra Blastocystis spp., debido a que, 35 de
36 pacientes tratados con este farmaco, ya no presentaron

Blastocystis spp. en sus muestras fecales.
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Roberts et al. (2014) | Pacientes tratados con metronidazol de 400mg tres veces al dia
durante diez dias, no eliminaron el parasito. Sin embargo, los

pacientes tratados con Nitazoxanida si se erradico el parasito.

Tablal. Estudios de susceptibilidad en Blastocystis spp. ante diferentes farmacos.

Por otro lado, se ha reportado que, Blastocystis spp. incrementa el nimero de células viables
para reducir la apoptosis ante metronidazol a bajas concentraciones 64pg/mL-1ug/Ml
(Durgha et al., 2012, Roberts et al., 2015).

Asi mismo, cuando Blastocystis spp. esta expuesto a metronidazol se ha observado que se
transforma a fase granular, la cual se sugiere que los granulos lipidicos contenidos en esta
fase, tienen un rol en la reproduccion de este parasito, debido a que se incrementa el nimero

de Blastocystis en un corto periodo de tiempo en cultivo in vitro (Dhurga et al. 2016).

Sin embargo, la resistencia observada en Blastocystis spp. se sugiere que es dependiente del
subtipo (ST) del parasito. EI ST7 y ST8 se ha reportado que es resistente a metronidazol
(Mirza et al., 2011, Mirza et al., 2011).

I11. JUSTIFICACION

Las pruebas de susceptibilidad antimicrobiana 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 tratamiento dirigido contra los organismos con farmacos a
los cuales el microorganismo ha demostrado ser sensible (Baird & Cann, 2008). Actualmente,
el Sindrome de intestino irritable es un padecimiento muy frecuente en la poblacién, estudios
realizados mencionan que la prevalencia de infeccion se efectta entre el 1.5%-10% en paises
desarrollados y del 30%-50% en paises en desarrollo (Mostafa et al., 2015). Asi mismo
también, se ha demostrado la presencia frecuente de Blastocystis spp. en materia fecal de
pacientes con Sindrome de intestino irritable en comparacion con un grupo control (Nagel et
al., 2015). En México existen pocos estudios enfocados a esta enfermedad y su relacion con
Blastocystis spp., reportes clinicos mencionan que, el farmaco de eleccion para la
quimioterapia de Blastocystis spp. es metronidazol u otros nitroimidazoles, sin embargo, este
farmaco fue inefectivo en la erradicacion de este parasito en los individuos infectados (Zekar

et al., 2004). Es por esta razon que se evaluaran los efectos del compuesto triazolico en
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comparacion con metronidazol en cultivo in vitro de Blastocystis spp. en muestras de

pacientes con Sindrome de intestino irritable.

IV. HIPOTESIS
Los compuestos triazdlicos tienen propiedad antiparasitaria, debido a esto, 1,3-Bis-(4-fenil-
[1, 2, 3] triazol-1-il)-2- propanol tendra un efecto en Blastocystis spp. probablemente méas

efectivo que metronidazol.

CAPITULO I1l. OBJETIVOS
OBJETIVO GENERAL.:
Evaluar el efecto de 1,3-Bis-(4-fenil-[1, 2, 3] triazol-1-il)-2- propanol y compararlo con el
efecto de metronidazol en cultivo in vitro de Blastocystis spp.en muestras de pacientes con

Sindrome de Intestino Irritable.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

e Seleccionar una muestra de pacientes con Sindrome de Intestino Irritable, atendidos
en el Centro médico ISSEMyM de la ciudad de Toluca, en los que se encuentre
Blastocystis spp.

e Estandarizar una técnica para el cultivo de Blastocystis spp.

e Obtener la concentracion minima inhibitoria para la evaluacion de 1,3-Bis- (4-fenil-
[1, 2, 3] triazol-1-il)-2- propanol y el metronidazol.

e Probar la efectividad in vitro del compuesto y compararlo con concentracion minima
inhibitoria de metronidazol.

e Obtener la prevalencia de Blastocystis spp. en pacientes con sindrome de Intestino
Irritable.

e Comparar la efectividad de los dos compuestos en Blastocystis spp.

CAPITULO IV. METODOLOGIA
Se realizd un estudio prospectivo en pacientes con Sindrome de intestino irritable,
provenientes del servicio de gastroenterologia del Centro Médico ISSEMyM, durante Abril
2016-Abril 2018.

22



4.1 Tamafio de muestra
e El tamafio de la muestra fue a conveniencia de acuerdo al nimero de pacientes con
Sindrome de intestino irritable que acudieron al servicio de gastroenterologia
atendidos por la Esp. Gastrol. Hinojosa Gonzélez Ruiz y por la Mc. Esp. Gastrol.
Priscila Caballero del Centro Médico ISSEMyM del Centro Médico ISEMyM de
Toluca, Edo. México.

4.2. Tiempo de muestreo
El estudio se realizd durante Abril 2016 a Abril 2017.

4.3. Variables
Variable Tipo de variable  Definicion Escala de
operativa medicion
1,3-Bis-(4-fenil-[1,2,3] triazol- Independiente Mg Cuantitativa
1-il)-2- propanol de razon
Metronidazol Independiente Mg Cuantitativa
de razon
Blastocystis Dependiente % de muerte  Cuantitativa
de parasitos de razén

* Tabla 2. Variables determinadas en el estudio

4.4, Criterios

4.4.1 Criterios de inclusién
Pacientes que quisieron participar en el estudio diagnosticados con sindrome de Intestino

Irritable y que hayan firmado carta de consentimiento informado.

4.4.2. Criterios de exclusion.

Pacientes en tratamiento con metronidazol u otro antiparasitario (automedicacion).

4.4.3. Criterios de eliminacion.
a) Pacientes que no tengan diagnostico de Sindrome de Intestino Irritable.

b) que tengan SlI pero que no quieran participar en el estudio.
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4.5, Etica del estudio
Todos los datos obtenidos en el estudio seran tratados respetando la integridad de los
participantes, de acuerdo al codigo Helsinki (2013) y firmaran la carta de consentimiento

informado.

4.6. Seleccion de pacientes

4.6.1. Diagnostico de Sindrome de intestino irritable.

Para el diagnostico de Sindrome de intestino irritable, se utilizaron los criterios descritos por
Roma (2016) basados en los criterios de Roma IV de Mearin (2016). Donde el Sl se
diagnostica por la presencia de dolor abdominal recurrente que debe estar presente al menos

un dia a la semana, con dos 0 mas de las siguientes caracteristicas:

a) se asocia a la defecacion
b) esta relacionado con un cambio en la frecuencia de las deposiciones
c) esté relacionado con un cambio en la consistencia de las deposiciones.

4.6.1.1. Criterios de Roma IV para el diagnostico de Sindrome del Intestino Irritable con
predominio de estrefiimiento.

Debe haber dolor abdominal recurrente, al menos un dia a la semana en los ultimos tres meses

relacionado con dos 0 mas de los siguientes criterios:

a) Se relaciona con la defecacion
b) Se asocia a un cambio en la frecuencia de las deposiciones

c) Se asocia a un cambio en la forma (apariencia) de las deposiciones

En el SII con predominio de estrefiimiento méas de un 25% de las deposiciones con heces tipo
1 0 2 de Bristol y menos del 25% con heces tipo 6 6 7 de Bristol, ver fig.2 (el paciente refiere
que sus deposiciones alteradas son habitualmente como estrefiimiento). EI habito intestinal
predominante se basa en la forma de las heces en los dias con al menos una deposicion

alterada.

*Los criterios deben cumplirse al menos durante los Gltimos tres meses y los sintomas deben

haberse iniciado como minimo seis meses antes del diagndstico.
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4.6.1.2. Criterios de Roma IV para el diagnéstico de Sindrome del Intestino Irritable con
predominio diarrea.

Para este tipo de Sindrome més del 25% de las evacuaciones intestinales son tipo 6-7
Bristol y menos del 25% son tipo 1-2 Bristol
4.7. Toma de muestra

Se recibirdn muestras de materia fecal en serie de tres con los datos personales del paciente:

a) Nombre

b) Edad

c) Diagnostico

d) proveniencia

e) No. De registro de unidad Medica
f) Namero telefonico

4.8 Andlisis de la muestra
Las muestras se analizaron en el laboratorio de andlisis clinicos Zamser de Ixtlahuaca, Edo.
México. El andlisis de las muestras fue realizado por el método de diagndstico de

concentracion por sedimentacion de Ritchie modificado y observacion directa.

4.8.1. Método de concentracion por sedimentacion de Ritchie modificado.

Se coloco por medio de un abatelenguas, aproximadamente 1g de materia fecal en el vaso
para precipitados, se agreg6 10mL de solucion salina y se homogenizo. Se filtro la suspension
a través de la gasa y se centrifugo durante un minuto a 200 rpm, se decant6. Este
procedimiento se repitio hasta que se obtuvo un sedimento mas limpio. Posteriormente, se le
agregd 10mL de formol al 10% y se dejo en reposo la suspensién a aproximadamente 10
minutos (Fijacion). Se decantd el sobrenadante y se extrajo con cuidado el sedimento. Se
colocd una gota del sedimento sobre un portaobjetos, agregar una gota de yodo lugol y cubrir

con un cubreobjetos. Finalmente se observo en microscopio a objetivos de 40X y 100X.

4.8.1.2. Método de diagnostico por observacion directa en fresco.

Se coloco por separado en cada extremo de un portaobjeos una gota de solucién salina
isotonica y otra de lugol. Con el aplicador, se tomé una muestra representativa de heces. Se
mezcl6 con la solucién salina isotonica, procurando hacer una suspension y no un frote. Se

quitd de la suspension fibras y otros fragmentos sélidos. Posteriormente, se coloco el
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cubreobjetos y se observd con el objetivo 10x y 40X. Repetir esta operacién en la preparacion

con lugol.

4.9. ldentificacion de Blastocystis spp.
Para el diagnéstico de Blastocystis spp. se utilizaron los criterios descritos por
Stensvold y colaboradores en el 2008, los cuales son:

Mofotipo Vacuola central Pared celular | Numero
de nacleos
Ameboide Ausente/Presente Ausente 1-2
Avacuolar Ausente Ausente 1-2
Vacuolar Presente Ausente 1-4 0 mas
Multivacuolar Ausente Ausente 1-2
Granular Presente Ausente 1-4
Quiste Ausente Presente 1-2

Tab. [3] Caracteristicas de los morfotipos de Blastocystis spp.

4.10. Extraccion de Blastocystis spp.

Para la extraccion de Blastocystis spp. se realizé una suspension con 10mL de solucién de
locke y 5g de heces, se centrifugo a 3500 rpm. Para extraerlo, se tomo la capa més clara que
se formd en la superficie del sedimento en donde se concentré Blastocystis spp.,
posteriormente se colocd en sol. Locke en un tubo con tapa de rosca para conservar las
condiciones de anaerobiosis. Todo el proceso anterior se repitié hasta que el sobrenadante
quedara claro, posteriormente se incubd el tubo a 36°C en la incubadora Rios Rotcha en

condiciones de anaerobiosis hasta la inoculacion.

4.11. Reproduccion de Blastocystis spp.
4.11.1. Recuento de morfotipos.
Se evalud la reproduccién del parésito, por medio de un recuento de las formas de este

organismo de manera manual, con una cdmara de Neubauer cada 24hrs en donde se observe
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un crecimiento favorable de las formas de Blasatocystis spp. para posteriormente someter un
numero determinado de este organismo a las diferentes concentraciones de metronidazol y el

compuesto triazolico. La concentracion se obtuvo con la siguiente formula:

Calculo de parasitos/pL sin dilucion

Parasitos No.Parasitos contados
No. = x 10
uL 4
4.12. Determinacion de la concentracion minima inhibitoria del compuesto triazolico y
metronidazol.

Se determiné la concentracion molar analiticamente del compuesto 1,3-Bis-(4-fenil-[1,2,3]
triazol-1-il)-2- propanol y de metronidazol. Posteriormente, se realizé una solucion stock de
metronidazol (Sigma-Aldrich®) de 4mg/ml y se disolvid en sol. locke, bajo las siguientes
concentraciones: 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64, 125, 500, 1000 (ug /ml). El triazol se disolvid en
DMSO al 1% vy se diluyo con solucién de Locke, obteniendo las concentraciones: 1, 2, 4, 8,
16, 32, 64, 125, 500, 1000 (ug /ml).

4.13. Inéculo del parasito

4.13.1. Se realiz6 un microcultivo en microplacas de 96 pozos, a las cuales en cada pozo se
le afadieron 100puL de medio de cultivo con una concentracion aproximada 325
parasitos/10uL m1, 312.5 parasitos/10puL m2, 150 parasitos/10puL m3, 300 parasitos/10uL
m4, 212.5 parasitos/10uL m5 y 100uL de las concentraciones de los compuestos: triazélico
y metronidazol, todo el analisis se realizé por triplicado. Como testigo se llené una cuarta
columna, en donde se coloco la misma cantidad de parasitos en cada una de las muestras, sin
ninguno de los compuestos a probar. Los parasitos fueron incubados a 36°C y se determiné

la concentracion y viabilidad del parasito cada 12 horas durante 48 horas.

4.14. Viabilidad del parasito
La viabilidad y concentracion fue determinada por el método de exclusion azul tripan para la
viabilidad celular (Strober, 2001) *

* Las células tefiidas con azul tripan son células no viables y las células que no se tifian son

células viables.

Durante el tiempo de incubacion, se realizd un conteo de las formas vivas y muertas de

Blastocystis spp. cada 12hrs de manera manual con una camara de Neubauer a la que se le
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afiadieron 10puL de medio y azul tripan por capilaridad. Se observd a microscopio en
objetivos de 10X y 40X. Se contaron las formas del parasito de los cuatro cuadrantes

primarios de las esquinas de la camara. Se Realizaron los célculos necesarios:

e Formula 1. (Cuadros 4x4) morfotipos del parésito por mL.

Morfotipos del parasito vivos
Cuadros 4x4

x Factor de diluciéon x 10000

e Fbrmula 2. Morfotipos del parésito totales.

Morfotipos del parasito por mL x Volumen mL

4.15. Obtencion de la Concentracion Minima Inhibitoria.

6.13.3 Se determind el porcentaje de muerte de las formas del paréasito. Se realiz6 la curva de

concentracion-respuesta.

4.16. Diagrama de flujo de la metodologia

METODOLOGIA
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CAPITULO V. RESULTADOS
5.1 Articulo

Evaluation of the effect of 1,3-Bis-(4-phenyl-[1,2,3] triazole-1-il)2-propanol in
comparison with metronidazole in an in vitro culture of Blastocystis in samples of
patients with Irritable Bowel Syndrome

Garcia-Flores L1, Santillan-Benitez JG?, Herndndez-Navarro MD?, Cuevas-Yafiez E?, Caballero-
Vasquez P3, Zamudio-Chavez S3, Morales-Avila E3.
Facultyl of Chemistry, Autonomous University of the State of Mexico (UAEMex)?, ISSEMyM

Medical Center2. HGI Valentin Gomez Farias®

SUMMARY

Introduction. Metronidazole is the most-used pharmaceutical for the treatment of infection by

Blastocystis. However, studies have reported resistance of the microorganism towards this

pharmaceutical. In Mexico, studies concerning the prevalence of this parasite and its relationship to

Irritable Bowel Syndrome have been carried out. Objective. To evaluate the in vitro effect of

metronidazole and the compound 1,3-Bis-(4-phenyl-[1,2,3] triazole-1-il)2-propanol__over

Blastocystis, as well as the prevalence of Blastocystis in patients with Irritable Bowel Syndrome.

Materials and Methods. A prospective, transversal study (April 2016 — April 2017) of 51 samples

of patients with Irritable Bowel Syndrome, obtained from the ISSEMyM Medical Center in Toluca,

Mexico. The identification of Blastocystis was done in three serial stool samples through direct

microscopic examination and the Ritchie technigue. The in vitro susceptibility test towards

metronidazole and the triazolic compound was done through a microculture in concentrations of 1 to

1000 pg/mL, each one in triplicate. Results. A 31.3% prevalence of Blastocystis was observed in the

population, with greater prevalence in women (30.2%) than in men (25%). In the susceptibility test,

a CLso of 64 ng/mL was obtained for metronidazole, in comparison to the CLso of 250 pg/mL for 1,3-

Bis-(4-phenyl-[1,2,3] triazole-1-il)2-propanol_._Conclusion. Metronidazole continues to be the best

option for the treatment of infection by Blastocystis.

Key words: Blastocystis, Irritable Bowel Syndrome, triazole, metronidazole, susceptibility
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INTRODUCTION

Blastocystis is a eukaryotic, anaerobic, chromist parasite that infects a great variety of vertebrates,
including humans. This parasite is characterized by its vacuolar, granular, ameboid, cystic,
multivacuolar and avacuolar forms. The last two forms are exclusive to the in vitro culture [1]. Its
transmission mechanism is fecal-oral, in the form of a cyst, when ingesting contaminated water and
food. Its prevalence is higher in developing countries (60%) than in developed countries (10%) [2]
and tropical and subtropical climates [3]. The most common clinical manifestations associated to a
Blastocystis infection are a variety of gastrointestinal disorders, including diarrhea, abdominal
spasms, fatigue, constipation, flatulence, nauseas, cutaneous allergies [4, 5, 6, 7] and, in recent years,
Irritable Bowel Syndrome, characterized by inflammation, abdominal distension, presence of
recurrent abdominal pain associated to alterations of the depositional rhythm, be this in the form of
constipation, diarrhea or both (constipation with diarrhea) [8, 9, 10, 11]. This association is attributed
to the infection, given that forms of Blastocystis have been found in stool samples of patients with

IBS in comparison to the control group [12].

The treatments that has been used for infection by Blastocystis have been pharmaceuticals such as
metronidazole, nitazoxanide, trimethoprim-sulfamethoxazole, paromomycin, iodoquinol,
ketoconazole, secnidazole, emetine, tinidazole and the probiotic Saccharomyces boulardii, of which
metronidazole is the pharmaceutical of choice to treat the infection [13]. Metronidazole belongs to
the nitroimidazoles and is used to treat infections by anaerobic microorganisms, such as parasites and
bacteria. It possesses a variety of functional groups and two hydrogen atoms coordinated to the

imidazole ring [14].

Triazoles, on the other hand, are molecules with a triazole core and are composed by a pair of isomeric
chemical compounds with the molecular formula C;H3sNs, with a 2-carbon, 3-nitrogen ring. The
importance of these triazolic compounds is given by its therapeutic properties as an: antifungal,
antiviral, anti-inflammatory, anticarcinogenic, anticonvulsive, antidepressant, antitubercular,
antihypertensive, hypoglycemic, antiparasitic, enzyme inhibitor, herbicide, insecticide and
antibacterial agent. Because of such properties, they are considered “privileged” molecules and are

used frequently in the pharmaceutical industry [15, 16, 17].
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The purpose of this work was to evaluate the effect of 1,3-Bis-(4-phenyl-[1,2,3] triazole-1-il)2-
propanol and compare it with metronidazole, in regard to the in vitro culture of Blastocystis in samples

of patients with Irritable Bowel Syndrome.

MATERIALS AND METHODS

Population and sample

A cohort study of patients with IBS was carried out over a year (April 2016 — April 2017), in the
gastroenterology department of the State of Mexico Institute of Social Security Medical Center, in
the city of Toluca, where 321 patients were received during the sampling period, were diagnosed
based on the Rome IV criteria (2016). The patients diagnosed with IBS were selected under the
following inclusion criteria: patients with IBS, exclusion criteria: patients under treatment with
metronidazole or another antiparasitic agent (automedication), elimination criteria: patients with no
diagnosis of Irritable Bowel Syndrome and patients that present IBS but would not like to participate
in the study. Of the sample size (321 patients), only 51 patients participated in the study and signed a

letter of informed consent for the donation of three serial stool samples.

1. Rome IV criteria used for the diagnosis of IBS.

Diagnosis of Irritable Bowel Syndrome. It is diagnosed by the presence of recurrent
abdominal pain that must be present at least one day a week, with two or more of the
following characteristics: a) associated to defecating, b) related to a change in the frequency
of deposition, ¢) related to a change in the consistency of the depositions. It can be
predominantly constipation, where more than a 25% of the depositions are Bristol type 1 or
2 feces and less than 25% are Bristol type 6 or 7 feces. On the other hand, there are those
associated predominantly to diarrhea, in which more than 25% of the intestinal evacuations
are Bristol type 6 or 7 and less than 25% are Bristol type 1 and 2. The criteria must be met at
least during the first three months and the symptoms must have initiated at least six months
prior to diagnosis. As for the requirements of duration of the symptoms, it must be considered
that the criteria must be met during the first three months and must have started at least six
months before diagnosis.

2. Detection of Blastocystis in stool samples
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A total of 51 samples were analyzed through direct microscopic examination, previously
described by Beltran et al. (2013) and concentrated through the Ritchie sedimentation
method, as indicated in the Laboratory Procedure Manual for the Diagnosis of Intestinal
Parasites in Man (No. 37). The samples were observed through an electronic NIKON
microscope, with a 40X objective. The analyses were carried out at the Zamser Clinical

Analysis Laboratory (sanitary license: 19782).

3. Extraction of Blastocystis

For the extraction of Blastocystis, a 10-mL saline solution suspension of 5 g of stool was
prepared, and was then centrifuged at 3500 rpm. To extract it, the layer that formed in the
sediment where Blastocystis concentrated, was taken. The extract was afterwards placed in
Locke solution within a capped test tube in order to conserve the conditions of anaerobiosis.
The entire process aforementioned was repeated until the supernatant became transparent.
Posteriorly, the tube was incubated at 36° C in a Rios Rotcha incubator in anaerobic

conditions until inoculation.

4. Susceptibility of Blastocystis

Inoculation of the parasite

A microculture was prepared using Boeck-Drbohlab media in a sterile 96-well microplate.
Each well was inoculated with 100 uL of media with a concentration of 325 parasites/10uL
(M1), 312.5 parasites/10uL (M2), 150 parasites/10uL (M3), 300 parasites/10uL (M4), 212.5
parasites/10uL (M5) and 100 pL of Locke solution for each one of these, with concentrations
of 1, 2, 4, 8, 16, 32, 64, 250, 500 and 1000 pg/mL, prepared through double dilution of
metronidazole acquired from Sigma-Aldrich and 1,3-Bis-(4-phenyl-[1,2,3] triazole-1-il)2-

propanol (synthesized by Dr. Erick Cuevas Yarfiez). The analyses was carried out in triplicate.
As a control, a fourth column was filled, in which the same quantity of parasites was placed for each

of the sample without any of the test compounds. The parasites were incubated at 36° C in the Rios

Rotcha incubator in anaerobic conditions during 48 hours and were evaluated each twelve hours.
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5. Viability of the cells

In order to determine the viability of the parasites, the trypan blue technique was used [18].

10 mL of the media were taken, stirring the sediment in order to obtain a uniform distribution,

to which 10 uL of trypan blue solution were added. The Neubauer chamber was filled through

capillarity and the count of the morphotypes was carried out each 12 hours.

6. Statistical analysis

In order to obtain the prevalence of Blastocystis, the number of patients with presence of

Blastocystis, divided by the total of patients analyzed, multiplied by one-hundred percent,

was calculated. To determine if there was a difference in the prevalence of parasites found,

A t-student test was carried out.

RESULTS

Characteristics of the population

In the sampled population, an n=51 patients was obtained, which complied with the Rome IV criteria,

as shown in Table 1.

Table 1. Demographic characteristics and diagnosis evaluated in patients with IBS.

Characteristics of the patients with IBS

Sample
(n=51)
Gender
Femenine/Masculine 43/8
Age (years)
Mean *SD. 5613
Range 28-76
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Diagnosis of IBS depending on the type of feces
in the Bristol scale

Prevalence (%): Femenine/masculine 84.3/15.7
IBS-C

more than 25% are Bristol type 1 or 2 feces 30

less than 25% with 30

Bristol type 6 or 7 feces

Average 15

No. Patients: Femenine/Masculine 26/4

Total prevalence(%): 58.8

Prevalence(%): femenine/masculine 60.5/50
IBS-D

More than 25% of the intestinal evacuations are 17

Bristol type 6 or 7

Less than 25% are Bristol type 1 or 2 17

Average 8.5

No. Patients: Femenine/Masculine 15/2

Total prevalence(%) 33.3

Prevalence(%): femenine/masculine 34.9/25
IBS-M

More than 25% are Bristol type 1 or 2 feces 4

More than 25% are type 6 or 7 feces 4

Average 2

No. Patients: Femenine/Masculine 212

Total prevalence (%) 7.9

Prevalence(%): femenine/masculine 4.6/25
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From the 51 patients, Table 2 was obtained, with data related to the diagnosis of IBS.

IBS-D 13 254 215 3.9 0
IBS-M 4 7.8 3.9 3.9 0
IBS-I 6 11.7 9.8 1.9 7.1

Table 2 shows the characteristics that were observed in the studied population, in which IBS-C is the
most predominant in patients with IBS and women have the highest incidence of IBS. It is also
observed that Blastocystis is more present in women than in men.

Diagnosis of Blastocystis
A total of 51 samples of patients with Irritable Bowel Syndrome were analyzed, in which Blastocystis,
Entamoeba coli, Endolimax nana, Ascaris lumbricoides and Giardia lamblia were identified, as shown

in Table 3.

Prevalence of Blastocystis and other parasites found

Blastocystis 16 31.3 30.23 25 0.0001
E.nana 3 5.8 6.9 0 0.0001
E. coli 3 5.8 6.9 0 0.0001
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G. lamblia 1 1.9 0 12.5 0.0001

A. lumbricoides 1 1.9 0 125 0.0001

Table 3. Prevalence of Blastocystis and other intestinal parasites found in patients with Irritable Bowel
Syndrome. It can be observed that Blastocystis is the parasite with the highest prevalence in
comparison with the other parasites found. It can also be noted that women present higher incidence
of infection by Blastocystis.

Extraction of Blastocystis
For each of the samples, 15 mL of Blastocystis concentrate was extracted, with an average of 325

parasites/10 pL (M1), 312.5 parasites/10 pL (M2), 150 parasites/10 pL (M3), 300 parasites/10 pL
(M4) and 212.5 parasites/10 pL (M5).

£ S

Figure 1(a) and 1(b) show extraction of Blastocystis, in which the concentrate that was
obtained from the samples for the inoculation of the microculture can be seen.
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Determination of the Minimum Inhibitory Concentration

Determination of the MIC

Pharmaceutical M1 M2 M3 M4 M5
Metronidazole 64ug/mL 64ug/MI 32ug/mL 64ug/mL 64pg/mL
1,3-Bis-(4-
phenyl-[1,2,3]
) ) - 250 pg/MlI 250 pg/mL 250 pg/mL 250 pg/mL
triazole-1-il)2-
propanol

Table 4. Determination of the MIC, in which an MIC of 64pug/mL was obtained for metronidazole in
majority of the samples, except in M3; the MIC for 1,3-Bis-(4-phenyl-[1,2,3] triazole-1-il)2-propanol
was of 250 pg/mL. However, in M1 there was no inhibition.

DISCUSSION

In the results obtained, the sampled population (n=51), IBS was more present in women (84.3%) than
in men (15.7%). Likewise, IBS-C is the most prevalent form of IBS (58.8%) in men (50%) as well as
women (60.5%), in comparison with IBS-M (7.9%) for both genders. This is corroborated with that
reported by Schmulson and Drossman in 2017 [19], who described that Irritable Bowel Syndrome
(IBS) is the gastrointestinal disorder with the highest incidence in the human population, in which
Irritable Bowel Syndrome associated to constipation (IBS-C) is the most predominant in patients with
IBS. Also, IBS can be present in people ages of 28-76 years, with an average age of 56 years.

Blastocystis is the parasite with the highest prevalence in patients with Irritable Bowel Syndrome
(IBS), when compared to the control group [20, 21]. In a study carried out in patients with IBS, the
prevalence of Blastocystis was of 13.6% [22]. In Mexico, it has been reported that Blastocystis has a
prevalence of 31% in patients with IBS [23]. In the present work, the prevalence of Blastocystis was
of 31.3% in patients with IBS, in comparison with other intestinal parasites such as Entamoeba coli
(5.8%), Endolimax nana (5.8%), Ascaris lumbricoides (1.9%) and Giardia lamblia (1.9%). Likewise,
Blastocystis was more present in women (30.23%) than in men (25%) (see Table 1). Taking into
account the prevalence presented in both studies, it can be observed that it is very similar. It has been

described that the high prevalence of Blastocystis is linked to the coexistence with animals, lack of
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hygiene and consumption of contaminated water and food [24, 25]. When compared to the prevalence
seen in developing countries (30-60%) [2], it can be observed that the prevalence of Blastocystis is
within that previously established. However, based on the results obtained, it is the parasite with the

highest prevalence in patients with IBS.

As for the extraction of Blastocystis, there are no specialized methods of extraction for this parasite.
However, there are specialized methods for its identification, such as polymerase chain reaction
(PCR) [26], immunofluorescence assay, lugol stain, direct observation and trichrome stain [27]. In
the present work, the extraction was done in order to obtain a greater concentration in the number of
microorganisms and have a cleaner microculture. This process was carried out through repeated rinses
and centrifugations of the sample, and allowed for the omission of a previous culture in order to obtain
a greater number of microorganisms. This technique facilitated the acquisition of a Blastocystis
culture that does not have to be prepared directly from the sample and thus reduces the risk of culture

contamination.

Metronidazole is the antibiotic most widely accepted for the treatment of an infection by Blastocystis
[28]. Clinical reports have shown that at least 80% of the patients treated with metronidazole has
achieved the elimination of the parasite in stool samples 6 months later [29]. However, in patients
with IBS, 60% presented resistance to 0.1mg/mL of metronidazole (in Indonesia, a resistance to 1.0
mg/mL was observed) [13]. In the study carried out, an MIC of 64 pg/mL was obtained for
metronidazole at 48 hours (see Table 4), but in sample 3, there was an MIC from 32 pg/mL onwards.
Likewise, it was observed that in low concentrations of 1-2 pg/mL, there were not adverse effects
over Blastocystis. With the compound 1,3-Bis-(4-phenyl-[1,2,3] triazole-1-il)2-propanol,_an MIC of
250 pg/mL was obtained for M2, M3, M4, M5 and for M1, no susceptibility in Blastocystis was
observed. It is possible that this is a result of resistance to the compound. It has been described that
this parasite has presented resistance to some pharmaceuticals such as metronidazole [30, 31] and
that it should not be the first therapeutic choice, due to the fact that there is not a complete eradication
of the parasite [32]. This parasite has demonstrated resistance in some cystic and ameboid forms, to
0.01 mg/mL of metronidazole [33]. Reports on the in vitro susceptibility of Blastocystis have
described that the resistance towards metronidazole is generated in accordance to the subtype. These
reports mention that the ST7 subtype is the most pathogenic and resistant to metronidazole, while
ST4 has demonstrated to be susceptible [34, 35, 36]. In the results obtained, comparing both
compounds, for 1,3-Bis-(4-phenyl-[1,2,3] triazole-1-il)2-propanol, resistance was observed with M1,
while with metronidazole, an MIC was obtained for all samples. Thus, comparing both compounds,

it can be stated that metronidazole continues to be the better option for the treatment of an infection
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by Blastocystis, with an MIC of 64 ug/mL. However, studies of subtypification are necessary in order
to determine which subtypes were those that present susceptibility towards both compounds. It is
likewise necessary to carry out in vivo studies in order to evaluate toxicity and pharmacokinetics, as

well as any adverse effects of the novel compound.
CONCLUSION

Blastocystis is the most prevalent parasite in patients with IBS in Mexico and metronidazole continues
to be the best option as a treatment for an infection by Blastocystis, when compared with the
compound 1,3-Bis-(4-phenyl-[1,2,3] triazole-1-il)2-propanol. However, studies of subtypification are
still needed in order to determine which subtypes present susceptibility towards both compounds.
Likewise, in vivo studies are recommended in order to analyze of the effects of the novel compound

in greater detail.
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- Pentnstoumiasis canina ccasiocnadepor Limgehals sermta [Porcephalida Linguatulidas)
en Coneepadn, Chile. Reporte de casa,

- Braluacidn por medic de inradermoresaccidn de la aplicacidin del inmnégena de
15kDia de Trichmells spiraks para d disgnistico de Trichine lasis.

- Amhliyamena tigrivum (Acarh Ivodides ) an Cerdocyon thows (Carnivora: Canidas) e
Sariia Catarna, Brosil.

- Dieteccidn de Giardia a partit de AT genidmico en heces formoladas
- Presente y futoro en el tratamienio d= |o enfermedad de Chagas

- Trerambye mufu&ﬂqimﬂhnﬂ.hﬂ:ﬂ? =l Triatoara Id;lmhh'hl
laboratory
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Ravties Parsinnlagis Lamoo cnarcane

Pamasttologta médica y/o veterinaria: revisién

Blastocystis: Biologia, Subtipos Genéticos, Patologia y Trat-
amiento

GARCIA FLORES L*, SANTILLAN.BENITEZ J1*, HEANANDEZ NAVARRO MD*

*  Focultad de Quirnica, Untversidad Autdaocema del Estado de México (UAEMex).

De Joonathan G. Santillan Bcofice, Faceltad de Quimica « Paseo Colon Esq Paseo Tolocan, CP 50120 « Toaca Estado de
Moo Tdoe 52722 21741 20 ext 1M, ponnet hangbgyzhoocom. mx
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6.1.3. Constancia de participacion como ponente en cartel, en el segundo congreso de
enfermedades crénico deenerativas y de rezago.

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MEXICO

| Litrair fackaad Builnceiei
UAEM | s

SecretanadelnvestigadonyEstudics Avanzados

Secretania de Docencia
Centro de Irveestigacion en Ciencias Medicas
Farcultad de Guimica
Cuerpos Acsdemicos: Salud del Universitario,
Imvestigacion Educativa &n Quimica & Investigacion
Biomedica

Otorga la presente

Constancia

A: Lizbeth Garcia Flores, Jonnathan Guadalupe Santillan Benitez, Maria
Dolores Hemandez Navarro, Priscila Caballero Vazquez, Salud famudio
Chavez.

por su valiosa participacidon como ponente en presentacion cartel:
Crecimiento in vitro de Blastocystis en pacientes con sindrome de colo irritable

en el Segundo Congreso Nacional de Enfermedades
Crénico Degenerativas y de Rezago
“Educacidn integral del profecionista del area de la salud”

Que se llewd a cabo, en la Facultad de Quimica los dias 10 y 11 de Noviembre de 2016

PATRRS, CIENCIA Y TRABAID
S, Afo ded 50 Anbinhadh di i Uil Auideodin el Edlnds o Moo
ROV, e i Lisspwakis Pl Wmschda "
Toduca, Merico, Moviemore de 2016

/T,

Dr. #n E.P Elu(.n;;iﬁpu ;:—ri-a-
PN o
B i




6.1.4. Reporte de resultados de pacentes con Sll del Centro Médico ISSEMyM.

Referencia del paciente:
Fecha de recepcion:

PACIENTE:

MEDICO: Priscila Caballero Vasquez

ESTUDIO: COPROPARASITOSCOPICO SERIADO (111) POR LA TECNICA DE CONCENTRACION POR
SEDIMENTACION DE RITCHIE MODIFICADO Y OBSERVACION DIRECTA

RESULTADO:
Observaciones:
RESPONSABLES DEL ESTUDIO
Biol. Lizbeth Garcia Flores Dr. Jonnathan G. Santillan Benitez

Criterios de lectura microscépica para parasitos intestinales
Escasos <2 células /400X

Moderados: 3-5 células/400X

Abundantes: >5 células/400X

8 G

estabocemeco  ©IGRANDE | ISSENIYM
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6.1.5. Transporte, envase y embalaje de material biol6gico.

El transporte de material infeccioso y potencialmente infeccioso estd sometido a
reglamentaciones y principalmente en México a la norma nacional (NOM-087-ECOL-SSA1-
2002) en donde se sefiala en el numeral 4 la clasificacion de los residuos peligrosos bioldgico
infecciosos (RPBI) y para efectos de esta norma mexicana, en el nimero 4.3.2 la exclusién

de las muestras de excremento como RPBI.

Las muestras que NO son consideradas RPBI no estan sujetas a reglamentacion para su
transporte. Para el objeto de estudio de este proyecto se establece el siguiente procedimiento
exclusivamente con el fin de preservar las condiciones adecuadas para la realizacion de los

experimentos.

El transporte, envase y embalaje de muestras NO consideradas RPBI describen el uso
apropiado de materiales de embalaje/envasado, ademas de otros requisitos. En el laboratorio
donde se procesan las muestras de material fecal del proyecto el personal recolecta las
mismas de acuerdo con el proceso que se sefiala adelante, cuyo cumplimiento permite:
Reducir la probabilidad del deterioro de las muestras, la correcta identificacion de las

mismas, estropear o derramar su contenido, y con ello reducir la exposicion.

6.1.5.1. Sistema béasico de embalaje/embasado.

El sistema de embalaje/envasado que se elige, se muestra a modo de ejemplo en la
figura 1. Este sistema de embalaje/envasado consta de dos componentes: el recipiente

primario, el embalaje/envase externo.

El recipiente primario que contiene la muestra es de material plastico rigido con tapa
y debidamente etiquetado en relacion con el contenido. Estara envuelto en bolsa de plastico.
Pueden colocarse varios recipientes primarios en un solo embalaje junto con el gel
refrigerante. Este embalaje se introduce en envase externo que podra ser una caja plastica o

de unicel para proteger de los dafios fisicos durante el transporte.
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Los formularios de datos relativos a la muestra, las cartas y demas material
informativo que permitan identificarla o describirla, asi como identificar al remitente y al
destinatario, junto con toda la deméas documentacion requerida, también se incluiran en una

bolsa plastica dentro del envase externo.

. (registro de
e —— la muestra)
,\»-"’_ ) - OLSITAS CON GEL
B REFRIGERANTE
\
. . Ny Embalage
i_x{téfgm.urmm N / extenor rigido
2 — |
(ENVASE PRIMARIO) S g’ / a
- / R | DATOS DE LA PERSONA QUE ENTREGA
O Y DE QUIEN RECOGE MUESTRAS
\ -
v 51&4 |
s -
d Identdicacion
o /) del paquee
DATOS DELA /
FACULTAD DE S~ /
QUIMICA UAEM S ) /
~_ |/
.’

Figura 1. Ejemplo del sistema de embalaje doble, donde pueden transportarse de una a
varias muestras.

6.1.5.2. Marcas y etiquetas.

1. Los botes o frascos con muestra fecal tendran un rétulo con los siguientes datos:

a. Nombre del paciente

b. Edad

c. Fechaen la que depositd cada muestra
d. Folio

2. Etiqueta que se adhiere al envase externo como se observa en la figura 2.

3. Datos que se sefialan en el envase externo:

a. Nombre del proyecto

b. Direccion del remitente: Laboratorio 9 de la Facultad de Quimica UAEMex.
Paseo Coldn esq. Paseo Tollocan. Toluca Estado de México. Tel. del Dr.
Jonnathan Guadalupe Santillan Benitez. Responsable del proyecto 722 2174129 ext.
159
Datos de identificacidn del paquete: Muestras de materia fecal. NO RPBI
Datos del servicio que proporciona las muestras
e. Nombre del médico titular

oo
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Figura 2. Ejemplo de etiqueta externa para la cadena de custodia.

CADENA DE CUSTODIA

MUESTRAS DE MATERIA FECAL

LUGAR FECHA HORA DE

, ENTRADA
CENTRO MEDICO ISSEMYM TOLUCA DD/MM/AAAA

SERVICIO DE GASTROENTEROLOGIA | NUM. DE REGISTRO HORA DE

CONSECUTIVO: SALIDA
NUMERO DE DESCRIPCION DE LA MUESTRA
FOLIOS DE
LAS CONDICIONES DE | OBSERVACIONES
MUESTRAS TRANSPORTE
Numero
de
FRASCO frascos
(S) Con geles
PRIMARIO refrigerantes

(S)

ENVASE
EXTERNO

NOMBRE Y FIRMA DE LA PERSONA | NOMBRE Y FIRMA DE LA PERSONA
QUE ENTREGA QUE RECIBE

OBSERVACIONES:




6.1.6. Diagrama de flujo para la recoleccion y transporte de muestras.

Identificacién de muestra:
nombre, edad, fecha de
depdsito, folio

Colocar muestra(s) en bolsa
plastica

Introducir las muestras en la
caja junto con los geles
refrigerantes

-

Acompaiiar el cuestionario
correspondiente, colocarlo en
bolsa plastica

V/

Llenar la hoja de cadena de
custodia y colocarla en el
envase externo

Aliingreso al Lab 9, registrar
en bitacora fecha, hora de
entrada, nimero de
muestras, folios y datos
demogréficos y sintomas

Colocar en refrigeracion hasta
su procesamiento

Referencias

-  NOM-087-ECOL-SSA1-2002
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6.1.6. Carta de consentimiento informado

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO

Toluca, México, a de de
Dia / Mes / afio

Nombre del paciente

Se le invita a participar en el proyecto de investigacion “Evaluacion del efecto de 1,3-Bis-(4-
fenil-[1,2,3] triazol-1-il)-2 propanol en comparacion con metronidazol en cultivo in vitro de

Blastocystis spp. en muestras de pacientes con Sindrome de intestino irritable”

Informacion general del estudio: El estudio sera realizado en pacientes con Sindrome de
intestino irritable, quienes participardn en la donacion de muestra fecal en serie de tres. Asi
mismo, el paciente firmard la carta de consentimiento informado, en donde, autoriza

participar en la donacion de muestra fecal, para el desarrollo de esta investigacion.
El objetivo del estudio:

Evaluar el efecto de 1,3-Bis-(4-fenil-[1, 2, 3] triazol-1-il)-2- propanol y compararlo con el
efecto de metronidazol en cultivo in vitro de Blastocystis spp. en muestras de pacientes con

Sindrome de intestino irritable.
Se me ha explicado que mi participacion consistira en:
e Firmar una carta de consentimiento informado.

¢ Se me pedira donacion de muestra de materia fecal en serie de tres.

Declaro que se me ha informado ampliamente sobre los posibles riesgos, inconvenientes,

molestias y beneficios derivados de mi participacion en el estudio, que son los siguientes:

¢ Riesgos, inconvenientes y molestias: EI material empleado para la colecta de la muestra

es nuevo, desechable y estéril. La toma de muestra no genera alguna intervencion por
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parte de los investigadores que genere algin dafio o lesion al paciente. Las molestias son

aquellas propias del proceso al cual esta solicitando.

e Beneficios: Se me hara entrega del resultado del estudio coproparasitoscopico, por escrito

y se me otorgard el tratamiento adecuado en caso de necesitarlo.

El Investigador se ha comprometido a darme informacidn a responder cualquier pregunta y
aclarar cualquier duda que le plantee acerca de los procedimientos que se llevaran a cabo, los

riesgos, beneficios o cualquier otro asunto relacionado con la investigacion.

Entiendo que conservo el derecho de retirarme del estudio en cualquier momento en que lo
considere conveniente, sin que ello afecte la atencion médica que recibo en el Centro Médico
ISSEMyM.

El Investigador me ha dado seguridad de que, no se me identificara en las presentaciones o
publicaciones que deriven de este estudio y de que los datos relacionados con mi privacidad

seran manejados en forma confidencial, quedando registrado con el NUMERO DE FOLIO

Por medio de la presente acepto participar en el proyecto de investigacion titulado:
“Evaluar el efecto de 1,3-Bis-(4-fenil-[1, 2, 3] triazol-1-il)-2- propanol y compararlo con el
efecto de metronidazol en cultivo in vitro de Blastocystis spp. en muestras de pacientes con

Sindrome de intestino irritable”

Nombre y firma del paciente

Biol. Lizbeth Garcia Flores /Dr. en C. Jonnathan G. Santillan Benitez
Investigadores Responsables

Centro de Investigaciones en Ciencias Médicas

Av. JesUs Carranza No. 205. Col Universidad, Toluca, Méx. C. P. 50130
Tels (01722) 2806822 y 219412
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