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RESUMEN

Blastocystis sp. es un agente infeccioso unicelular que afecta el aparato digestivo de
humanos y diferentes especies animales, el cual a pesar de haber sido descubierto hace
alrededor de 100 anos y de ser el parasito intestinal mayormente identificado a nivel
mundial mantiene muchas incdgnitas en la comunidad cientifica en lo referente a su
morfologia, estructura genética, ciclo de vida, diagndstico y tratamiento. La identificacion
microscopica puede ser complicada por la variedad de formas morfoldgicas con las que el
pardsito aparece en materia fecal. Es muy importante la pericia del profesional de
laboratorio, la calidad técnica del microscopio y los colorantes que son elementos criticos
para su correcta identificacion. Por lo tanto, los cultivos son considerados la mejor opcion
para su deteccion ya que estos proporcionan alta carga parasitaria, y suficiente ADN para
su identificacion molecular. El objetivo de esta investigacion fue establecer un cultivo para
la deteccion de Blastocystis sp en pacientes de la cuidad de Monteria. Se propuso el medio
de Boeck y Drbohlav para el aislamiento de dicho parésito, el cual estd compuesto de una
base solida a base de huevo y una fase sobrenadante o solucion de Locke, preparada con
algunas modificaciones. Se prepararon cuatro (4) soluciones con diferencias en sus
componentes y se escogio la que obtuvo el mayor porcentaje con respecto a las muestras
positivas. De las muestras analizadas, el 54% fueron positivas con la solucion 1, siendo
esta la de mejor porcentaje de recuperacion de Blastocystis sp en el medio. Este parasito
crecio en las dos atmosferas de incubacion, siendo en anaerobiosis donde mayor cantidad
de parasitos se obtuvieron en el cultivo a las 24 horas. En conclusion, el medio Boeck y
Drbohlav es un buen medio para el aislamiento de Blastocystis sp, ya que a partir del
cultivo se puede realizar estudios mas exhaustivos acerca de su morfologia, subtipos y

demas caracteristicas moleculares.

Palabras clave: Blastocystis sp, medio de cultivo, Medio Boeck y Drbohlav.



ABSTRACT

Blastocystis sp. is a single-cell infectious agent that affects the digestive tract of humans
and different animal species, which despite having been discovered about 100 years ago
and being the most widely identified intestinal parasite worldwide, maintains many
unknown in the scientific community regarding its morphology, genetic structure, life
cycle, diagnosis and treatment. Microscopic identification can be complicated by the
variety of morphological forms in which the parasite appears in fecal matter. The expertise
of the laboratory professional, the technical quality of the microscope, and the dyes are
critical elements for their correct identification. However, cultures are the best option for
their detection because they provide high parasitic load, and enough DNA for molecular
identification. The aim of this research is to establish a culture for the diagnostic of
Blastocystis sp in patients from the city of Monteria. Boeck and Drbohlav's means of
isolation of the parasite was proposed. This consists of a solid egg-based base and a
supernatant phase or Locke's solution, prepared with some modifications. Four solutions
were prepared with differences in their components and the one with the highest percentage
of positive samples was chosen. Of the samples analyzed, 54% were positive with solution
1, being this the best recovery percentage of Blastocystis spp in the medium. This parasite
grew in the two incubation atmospheres, being in anaerobiosis where more parasites were
obtained in the culture at 24 hours. in conclusion, the medium Boeck and Drbohlav is a
good means for the isolation of Blastocystis sp, since from the culture more exhaustive

studies can be made about its morphology, subtypes and other molecular characteristics

Keywords: Blastocystis sp, culture medium, boeck and drbohlav médium.
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INTRODUCCION

Los microorganismos estan ampliamente representados en el tracto digestivo de los
humanos. Algunas especies son beneficiosas otras perjudiciales, pero todas tienen en
comun su gran habilidad para adaptarse a las condiciones ecoldgicas del entorno en que
viven. Dentro de esos microorganismos los parasitos son particularmente frecuentes. Las
infecciones parasitarias son altamente prevalentes en todo el planeta, sin embargo, se
conoce que son mas comunes en poblaciones econdmicamente menos favorecidas que

habitan en regiones tropicales y subtropicales(1).

Entre las enfermedades infecciosas las producidas por parasitos constituyen importantes
problemas de salud, muchos son agentes patdgenos frecuentes en todo el mundo y se
encuentran entre las causas de morbilidad y mortalidad en regiones de Africa, Asia,
América Central y América del Sur. Estas 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(2).

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) considera que existen actualmente 2.000
millones de habitantes en el mundo portadores de estas infecciones producidas por
parasitos. Estas, son un problema serio en la salud publica, debido a que suelen causar
anemia por deficiencia de hierro, malabsorcion de nutrientes y diarrea, entre las principales
afecciones. Frecuentemente, la elevada prevalencia de parasitosis, estd relacionada con la
contaminacion fecal del agua de consumo y suelo, o de los alimentos unida a deficientes

condiciones sanitarias.(2).

Blastocystis sp. es un agente infeccioso unicelular que afecta el aparato digestivo de los
humanos y diferentes especies de animales que, a pesar de haber sido descubierto hace
alrededor de 100 afos y ser el pardsito intestinal mayormente identificado en todo el
planeta, mantiene muchas incdgnitas en la comunidad cientifica referente a su morfologia,

estructura genética, ciclo de vida, diagnéstico y tratamiento(3).
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Blastocystis sp es un organismo, cuya taxonomia, ciclo bioldgico y forma de transmision ha
generado polémica. Han sido descritas una variedad de formas por microscopia Optica
(MO) y microscopia electronica de transmision (MET) y las caracteristicas de las formas
reportadas como quistes en MET no son uniformes. El conocimiento de todas las variantes
morfologicas es indispensable para la identificacion y para los estudios bioldgicos.
Blastocystis sp es polimorfico y hasta hace pocos afios se pensaba que solo presentaba
formas vegetativas, las cuales eran nombradas de acuerdo a su aspecto morfologico, como

forma con cuerpo central (FCC), forma granulosa (FGra) y forma ameboide(4).

Blastocystis sp también es catalogado como un protozoo de distribucion cosmopolita, se
asocia a zonas tropicales y subtropicales y mds frecuentemente en paises en via de
desarrollo, teniendo como foco de infeccidon el consumo de alimentos y aguas contaminadas
con heces(5). Este parasito se encuentra en frecuencias similares en pacientes asintomaticos
y sintomaticos, con una gran prevalencia entre los pacientes sintomaticos que estan
ubicados en viviendas con mal saneamiento ambiental y los rangos de prevalencia van
desde un 30-50% en paises de desarrollo y 1, 5-10% en paises desarrollados. Aunque en
algunos estudios indican baja prevalencia en el antiguo continente, datos epidemiologicos
han demostrado que esta tendencia no se mantiene en paises como Indonesia (60%),

Filipinas (40,7%) y Egipto (33%) (6).

Este protozoo se puede encontrar en personas inmunocompetentes, con manifestaciones
clinicas, fendmeno atribuido a los diferentes subtipos. Estudios realizados muestran que
inmigrantes, refugiados, niflos y adultos mayores estdn propensos a padecer
blastocitosis(6). En Latinoamérica, se ha evidenciado Blastocystis sp con una frecuencia de
61,6% en pacientes adultos sintomaticos, a diferencia de los asintomadticos en los que se
encontré un 41,6%. En Pertl un estudio en nifos de 5 a 13 afios demostrd su presencia en
92,3% de los participantes con sintomatologia digestiva; ademds se ha identificado como
agente causal en un 51,6% en poblaciones indigenas infantiles. Un estudio realizado en
Venezuela se encontrd que el 95,7% de la poblacion esta parasitada, con predominio del

protozoo Blastocystis sp., con un porcentaje cercano al 66,7%(7).
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Lo anterior posiblemente por las condiciones socio-demograficas de la poblacién en el
estudio, lo que no les resta importancia a los datos. En Colombia la prevalencia fluctia de
0,8 a 88% en diferentes poblaciones(8). En Cordoba, la prevalencia de Blastocystis sp en
nifios menores de 5 afios es del 7%, en un estudio realizado por el Instituto Colombiano De
Bienestar Familiar entre los afios 2010 y 2014(9). Es importante resaltar un estudio
realizado en la cuidad de Bogota, con pacientes infectados con VIH y presentando un
cuadro diarreico agudo, se reportd como parasito oportunista mas frecuente Blastocystis sp,
con prevalencia de 25,2%, seguido por Entamoeba histolytica con un 13% La blastocitosis
también se ha relacionado con la diarrea del viajero, pues el 15,6% de estos pacientes

tenian Sintomatologia digestiva y presencia del parasito(10).

La busqueda del parasito se hace por examen coproldgico: directo, concentraciones,
preparaciones coloreadas con hematoxilina o tricrdmica, y cultivo. Sin embargo en un
laboratorio de diagnostico clinico estandar aunque las tinciones son el estdndar de oro para
el diagnostico de parasitos entéricos se ha demostrado que mas del 50% de las infecciones
por Blastocystis sp no logran ser identificadas. La baja sensibilidad de estos métodos puede
ser el resultado de un bajo nimero de pardsitos en las muestras; por lo tanto, no son

detectados por el procedimiento de tincion.

El uso de cultivos axénicos, en los que Blastocystis sp se produce in vitro, ha demostrado
ser mas sensible en su deteccion, pero no es comunmente utilizado en el laboratorio de
diagnostico(11). Blastocystis sp pueden obtenerse de cultivos bifasicos o monofésicos,
entre los medios idoéneos para este enteropatdogeno esta el medio bifasico de Boeck-
Drbohlav (MBDM), que contiene una fase liquida constituida por una solucién tamponada
y suero inactivado (bovino, caballo, conejo o humano)(12). El cultivo también es el paso
inicial para lograr cantidades adecuadas del pardsito puro para realizar estudios
bioquimicos y moleculares. Por otro lado, el cultivo puede resultar una herramienta util
para realizar los controles postratamiento como han sugerido otros autores. Aunque el
examen directo es la técnica mas idonea para el diagnostico, cuando el paciente recibe
tratamiento el nimero de formas vacuolares tiende a disminuir y a aumentar las formas

quisticas, lo que determina que el examen directo vaya perdiendo eficacia y el cultivo
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tiende a mejorar su rendimiento en los controles de cura posteriores(13). Las mayores tasas
de deteccion observadas en los cultivos puede atribuirse al organismo que necesita mas

tiempo para crecer y replicar(11).

La axenizacidn es necesaria para realizar estudios morfoloégicos, bioquimicos y moleculares
del parésito que, aunque no se realizan en nuestro medio, son fundamentales para establecer
la verdadera relevancia clinica del parasito una vez que se ha demostrado actualmente que
hay genotipos que son mds prevalentes que otros y lo mas importante, existe ademés de
diversidad genética, variabilidad en la patogenicidad de los genotipos(14). Por lo tanto, se
quiere reforzar mas los conocimientos acerca de Blastocystis sp, y por medio de las técnicas
de microscopia y diferentes medios de cultivo, enfatizar cudl de los medios de cultivo se
puede recuperar mejor el parasito y corroborarlo con la microscopia. A partir de esta
investigacion, se desea que se tome el cultivo como otro método diagnostico para
identificar Blastocystis sp en muestras de materia fecal, con fines epidemiologicos y de

investigacion.
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1. MARCO TEORICO Y ESTADO DEL ARTE

1.1 Historia

La primera descripcion cumpliendo criterios de nomenclatura fue hecha por Alexeieff en
1911 Illamandolo “Blastocystis enterocola”, una levadura, aplicando la misma
nomenclatura para designar organismos observados en heces de roedores, serpientes, pulgas
y cucarachas. En 1912, Brumpt estudiando solo material humano presentd una breve
descripcion del germen al que llamo6 “Blastocystis hominis”, presentdindolo como una
levadura intestinal inocua importante por su posibilidad de ser confundida con Entamoeba
histolytica. Dicha descripcion y el término acuiiado en ésta ganaron prestancia rapidamente,

siendo reconocido este nombre en la literatura hasta fecha reciente(15).

Luego de varios reportes del microorganismo en heces humanas durante las primeras
décadas del siglo XX, sugiriendo patogenicidad especialmente en regiones tropicales, poco
fue publicado hasta 1967, en que el trabajo de Zierdt (16) renovo el interés por el parasito
presentando evidencia para clasificar a “Blastocystis hominis” como un protozoario (sub
clasificacion del reino protista que incluye a la mayoria de parasitos humanos, amebas,

flagelados, ciliados entre otros)(16).

Posteriormente, Blastocystis sp fue objeto de multiples estudios ultraestructurales, clinicos
y terapéuticos ademas de una serie de reportes de casos donde se le adjudica un rol
patogénico; sin embargo, estudios sugiriendo lo contrario también han sido publicados,
persistiendo la controversia. A su vez “Blastocystis hominis” sufrio multiples “reclasifi
caciones” dentro del subreino de los protozoarios, emparentandolo con las amebas, sin
embargo Silberman (17) utilizando secuencias del ARN ribosdémico de Blastocystis sp 1o
ubica dentro del reino cromista o stramenopila un grupo de diversos organismos que
incluye las algas marrones y diatomeas. Dentro del sistema de clasificacion de seis reinos
(Monera, Protista, Cromista, Fungi, Plantae y Animalia) Blastocystis sp no es considerado

un protozoario (Protista) sino es ubicado en el reino Cromista, posicion mantenida hasta la
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actualidad. En los ultimos afios, varios estudios fueron realizados basados en el analisis
genético de Blastocystis sp, mostrando diferentes subtipos de dificil comparacion, logrando
posteriormente la uniformidad de la nomenclatura, describiendo 9 subtipos, lo que se

plasmo en una reciente publicacion de consenso (18).

Actualmente se cree que la gran variabilidad genética de Blastocystis sp seria causante de la
disparidad de resultados en investigaciones respecto de su rol patdgeno; como resultado, la
busqueda de relacion entre manifestaciones clinicas y los subtipos de Blastocystis sp se ha

convertido en una de las principales lineas de investigacion en parasitologia (18).

1.2 Morfologia

Blastocystis sp por lo general tiene forma esférica, un tamafio que oscila entre 4 pu y 20y,
en algunos casos hasta 40u. Esta provisto de una gran vacuola retractil dentro de una
delgada capa de citoplasma, posee varios nucleos periféricos, mitocondria, aparato de Golgi
y un reticulo endoplasmatico propio de los protozoos. Al microscopio electronico se ven
mejor definidos los nucleos. En algunos casos se observan formas granulares, colapsadas,

ameobiodes o quistes(8).

Este parasito presenta tres formas morfoldgicas diferentes para su diagnostico en materia
fecal que en forma clasica se han dividido en: forma vacuolar, forma ameboide, forma

quistica y forma granulosa (figura 1)(19).
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Figura 1. Variantes morfologicas de Blastocystis sp observadas en heces de pacientes
infectados. A. forma vacuolar. B.forma granulosa. C.forma ameboide.D. formas globulosas.

E. Fision binaria. F.formas quisticas. Fuente: Guzman et al., 2008

1.2.1 Forma vacuolar

La forma vacuolar se caracteriza por tener una gran vacuola central que ocupa
aproximadamente el 90% del volumen de la célula (figura 1 a y 2). Esto relega el
citoplasma y organulos a un borde periférico delgado, que a veces puede ser dificil de
visualizar bajo microscopia de luz. Los nticleos y los organelos similares a las mitocondrias
estan usualmente situado dentro de regiones citopldsmicas en extremos opuestos de la
célula. La vacuola central puede aparecer vacia o puede contener material fino a floculante.
La vacuola también se ha sugerido que desempefian un papel en la reproduccion de
esquizogonias proporcionando un entorno para el desarrollo de la progenie diminuta de los
parasitos. Los contenidos citoplasmaticos, que a menudo contienen organelos, pueden
invaginar y depositar filamentos o vesiculas en la membrana vacuola central. Las
caracteristicas observables por microscopia electronica de transmision (TEM) incluyen uno
0 mas nucleos, un aparato de golgi, un endosoma, como las vacuolas, los microtubulos y

los organelos similares a las mitocondrias (20).

El organismo estd a menudo rodeado por un capa de superficie (figura 1 a) veces
denominada capa fibrilar o cépsula, de diversos grosores. La capa superficial suele ser mas
gruesa en los parasitos recién aislados de las heces y se diluyen gradualmente durante el
cultivo prolongado en laboratorio, y se han observado células sin capas superficiales en
cultivo in vitro(20). La razon de este adelgazamiento es desconocida, pero puede deberse
al papel postulado de la capa en la captura de bacterias para fines nutricionales, lo que no es
posible durante el cultivo axénico, o puede ser innecesario si los nutrientes proporcionados
por el cultivo en el laboratorio son suficientes para el crecimiento. La capa superficial
contiene una variedad de carbohidratos y ha sido postulado para desempenar un papel en la
captura y degradacion nutricional, proteccion contra choque osmético, o para proporcionar
una barrera mecanica para proteinas de la membrana plasmatica del sistema

inmunologico(21).
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Figura 2. Formas vacuolares de Blastocystis sp Fuente: Tan, Kevin. 2004.

1.2.2 Forma ameboide

Muestra una morfologia irregular (figura 3) con 1 6 2 pseuddpodos que estarian
involucrados mas en la fagocitosis de bacterias que en la motilidad del organismo. Esta
forma ha sido raramente informada en heces diarreicas(22). La forma ameboide de
Blastocystis sp rara vez ha sido reportada, y hay una serie de informes contradictorios sobre
su morfologia. Dunn et al.(20) proporcion6 una descripcion detallada de la forma ameboide
de Blastocystis sp en el material de cultivo. Las células tenian 2,6 a 7,8 mm de diametro,
eran irregulares en forma, y a menudo tenian pseuddpodos extendidos. Las células
mostraron pocas caracteristicas morfologicas adicionales vistas en las otras formas de
Blastocystis sp. Los organismos fueron descritos como irregulares y lobulados en el

contorno, con pseuddépodos que se extienden desde la célula(15).
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Figura 3. Forma ameboide de Blastocystis sp. Fuente: Abaza et al,.2017

1.2.3 Forma granular

Esta forma mide entre 6 y 8 p, posee 1 a 4 ntcleos y presenta gran cantidad de granulos en
el citoplasma y dentro de la vacuola. Estas granulaciones tienen varias funciones en la
célula y se clasifican en 3 grupos funcionales: metabdlicos, reproductivos y lipidicos.
Diversos autores han sugerido que la forma granular podria surgir de la forma vacuolar ante
determinados estimulos en el cultivo in vitro, como la concentracion de suero fetal o la

adicion de ciertos antibidticos (figura 4)(23).

Figura 4. Formas granulares de Blastocystis sp. Fuente: Abaza et al,.2017

1.2.4 Forma quistica

La forma de quiste (Fig. 1A y 5) es la mds reciente forma del parasito y el descubrimiento
tardio se debe a su pequefio tamafio (2 a 5u) lo que puede resultar en confusion con los
desechos fecales y la observacion de que los quistes son poco frecuentes en el laboratorio.
Los quistes son variables en pero son en su mayoria ovoides o esféricos, estdn protegidos
por una pared de quistes multicapa (figura 4), que puede o no ser cubierta por una capa

superficial suelta. El citoplasma del quiste puede contener de uno a cuatro nucleos,
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mitocondrias, glucogeno, depositos y vacuolas pequefias. En una investigacion encontraron
la presencia de grandes quistes multinucleados de las heces de monos Macacccus, que eran
de 15u de tamafio, y esto fue sugerido como un indicador de las diferencias entre
Blastocystis sp. Los quistes de Blastocystis sp supuestamente pueden sobrevivir en agua
hasta 19 dias a una temperatura normal pero son fragiles a temperaturas extremas y en

desinfeccion comun(21).

Figura 5. Quistes de Blastocystis sp. Fuente: Abaza et al,.2017

1.2.5 Forma multivacuolar y avacuolar

Se han descrito otras formas morfoldgicas de Blastocystis sp. Las formas multivacuolares y
avacuolares. Estas formas reportadas de estudios en microscopia electronica de muestras de
heces frescas fueron significativamente menor (5 a 8 p m) que las formas de cultivo y se
sugirieron para ser la forma que ocurre in vivo. Sin embargo, otros autores observaron
formas vacuolares tipicas de muestras fecales frescas. La vacuola central estaba ausente en
la forma avacuolar, mientras que el multivacuolar contenian multiples vacuolas
pequenas(24). El pequefio tamafio y una morfologia multivacuolar o avacuolar distinta
puede deberse a variaciones de deformacion, o son posiblemente células en diversas etapas
de enquistamiento con morfologias similares, segiin informacion descrita en los estudios de

microscopia electronica(15).

El tamafio y la morfologia podrian deberse a variaciones en las cepas o constituir distintos

estados de enquistamiento o desenquistamiento parasitario (ver figura 6) (23).
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Figura 6. Formas multivacuolares de Blastocystis sp. Fuente: Abaza et al,.2017

1.3 Ciclo de vida

La infeccion humana se adquiere por contaminacion fecal a partir de otras personas o
reservorios. La forma infectante no esta claramente definida, pero lo mas aceptado es que
esta constituida por quistes de pared dura. Este parasito se localiza en el colon donde se han
descrito cuatro formas de reproduccion asexual: division binaria; plasmotomia que consiste
en la formacion de varios nucleos, que dan origen a varios organismos; endodiogenia en la
que una célula madre da origen a 2 hijas, antes de que se divida el pardsito; y la
esquizogonia, que es la formacion de gran cantidad de células hijas que forman un
esquizonte. De estas formas de reproduccion, la mas frecuente y aceptada, es la division

binaria(8).

El parasito tiene 2 tipos de quistes que salen en la materia fecal, uno con cubierta fibrilar
externa y el otro sin ella, la primera se forma a medida que el quiste madura. Algunos
estudios indican que los quistes sin la cubierta externa salen con mayor frecuencia en la

materia fecal(8).

En 2008 Tan(21), propone un ciclo de vida de Blastocystis en el cual el hombre se infecta
tras la ingestion de los quistes, los cuales desarrollan en el intestino la forma vacuolar, y esa
forma vacuolar se divide por fision binaria y se puede transformar en las formas ameboide
o granular. Luego, al transitar por el intestino ocurre la enquistacion y los quistes son

excretados en las heces(25).

Pequefias modificaciones posteriores han surgido tras la aparicion de evidencia de la

presencia de Blastocystis sp en algunos animales como aves, ratas, cerdos, cucarachas,
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entre otros. En relacion a ello se plantea que el hombre podria ser el reservorio en alglin
momento y en otros algunos animales actuarian como reservorio(26). Se plantea ademas
que aunque el modo de transmisioén no ha sido determinado de manera definitiva, es posible
que ocurra por via fecal — oral (Por ejemplo a través del consumo de agua o alimentos,
manipuladores de los mismos e incluso vectores mecanicos como moscas, con lo cual se ha
relacionado a condiciones sanitarias deficientes, consumo de alimentos o agua

contaminados y contacto animal cercano(27) (ver figura 7).
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Figura 7. Ciclo de vida de Blastocystis sp. Fuente: Tan,K. 2004

En 2007 se propone la estandarizacion de la terminologia para Blastocystis, sugiriendo el
grupo de expertos, que se deje atrds la denominacion de Blastocystis hominis, y se designe
como Blastocystis sp., seguido por el subtipo. Hasta el presente se han identificado 17
subtipos, de los cuales 9 pueden colonizar al hombre. En los seres humanos, el subtipo 3
(ST3) parece ser el subtipo mas comun, seguido de la prevalencia por subtipo 1 (ST1),

subtipo 2 (ST2) y subtipo 4 (ST4)(27).
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1.4 Manifestaciones clinicas

Cuando este protozoo genera manifestaciones clinicas se presenta como una diarrea con
dolor abdominal, mareo, anorexia, nauseas, vomito, meteorismo intestinal y pérdida de
peso (28). Blastocystis sp puede aislarse de individuos con enfermedad gastrointestinal y
sintomas extra-intestinales (por ejemplo, ndusea, dolor abdominal, hinchazén, vomito o
anorexia) asintomdticos con una prevalencia casi igual. Ocasionalmente, una mayor
prevalencia pueden encontrarse en asintomaticos que en individuos sintomaticos. Muchos
investigadores clasifican a Blastocystis sp como comensal u oportunista patdgeno, mientras
que otros informan encontrar Blastocystis sp mas comunmente en las heces de los

pacientes sintomaticos que de pacientes asintomaticos(29).

Los informes de casos han vinculado Blastocystis sp con varias enfermedades
gastrointestinales como los ya mencionados, ademds de colitis, proctosigmoiditis
hemorrdgica, abdomen agudo en nifios, hipoalbuminemia, urticaria crénica, Artritis
infecciosa y prurito palmo plantar. Algunos estudios se centran en el papel potencial de
Blastocystis sp en el sindrome del intestino irritable(29). Claramente, aunque hay una
abundancia de informacion identificando la naturaleza comensal u oportunista de
Blastocystis sp, También hay una profusion de informacion que indica la asociacion entre la
infeccion por Blastocystis sp y una variedad de sintomas gastrointestinales y extra-

intestinales(29).

1.5 Diagnostico de laboratorio

Las técnicas usadas para su identificacién son el examen en fresco,concentraciéon con
formol-éter, la tincidn permanente (hematoxilina férrica o tricromica) tinta china
modificada y el cultivo axénico in vitro, presentdndose una sensibilidad mayor para el
cultivo con respecto a la microscopia y menor para la concentracion en formol-éter. La
coloracion tricromica muestra mejores resultados que el examen directo de materia fecal,
pero algunos autores consideran el cultivo como el estandar de oro para el diagnostico de la

blastocistosis. Sin embargo, para otros investigadores, el estandar de oro son las técnicas
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moleculares. Esta disparidad de métodos y resultados ha llevado a que se considere que los
estudios sobre la patogenicidad de y la eficacia del tratamiento contra Blastocystis sp se
deban tomar con precaucion pues no se emplearon en muchos casos las técnicas mas

sensibles para determinar la presencia (portador) o ausencia (no portador) del parasito(30).

El frotis fecal directo es uno de los métodos mas utilizados para la deteccion de Blastocystis
sp, porque toma menos tiempo y recursos en comparacion con otros métodos. Sin embargo,
el diagnostico basado en la morfologia tiene varias desventajas, incluido el desafio
planteado por la diversidad en formas celulares de Blastocystis sp. Las manchas pueden a
menudo asociar erroneamente las etapas vegetativas del parasito como globulos lipidicos u

otros contaminantes(31)

Aunque el cultivo puede emplearse para el diagnostico de varias especies parasitarias, en
especial de protozoarios, éste no siempre forma parte de la rutina diagnostica debido a que
hay otras técnicas mas sencillas, rapidas y de igual o mayor rendimiento diagnostico(13).
Por otro lado, para realizar los controles postratamiento se requiere de una técnica
diagnostica especifica, donde el cultivo del pardsito ha demostrado ser el mas efectivo.
Actualmente la mayoria de los estudios bioquimicos sobre Blastocystis sp. han sido
realizados en células procedentes de cultivos. Todo lo anterior justifica la necesidad de
contar con un método de cultivo confiable y estandarizado para el diagnostico, aislamiento
y mantenimiento del parasito(13). Este cultivo puede ser de tipo xénico o axénico. El medio
de Boeck-Drbohlav o su modificacion (llamada LE por Locke-egg) es uno de los mas
empleados para el cultivo axénico de Blastocystis sp. Inicialmente se us6 para el
diagnostico de amibas hasta que Zierdt et al (16) lo utilizaron por primera vez, en 1967,
para el diagnostico y aislamiento de Blastocystis sp, mostrando resultados

satisfactorios(32)(33).

El cultivo axénico de protozoarios es ampliamente empleado en el estudio de la biologia,
epidemiologia, protocolos de infectividad o de fuentes de estadios parasitarios ttiles en el

desarrollo de técnicas inmunodiagndsticas(34)
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El cultivo in vitro de Blastocystis sp es considerado un método que aumenta la sensibilidad
de la deteccion en relacion al método directo, rutinariamente aplicado en la mayoria de los
laboratorios. Sugiriendo que puede ser empleado en estudios posteriores (epidemiologia
molecular, caracterizacion de antigenos para inmunodiagnostico o estudios de la biologia y
pruebas con farmacos)(34). El cultivo es ventajoso para la deteccion de Blastocystis sp
porque aumenta la cantidad de células que estan inicialmente presentes en las heces, por lo
tanto disminuye significativamente el tiempo de deteccion y permite tener éxito en los
ensayos a realizar, que pueden involucrar andlisis molecular . Sin embargo, hay varios
factores que pueden afectan la deteccion de Blastocystis sp a través del método de
cultivo(31). Estos factores pueden ser el subtipo implicado, ya que algunos son mas dificil
de cultivar, adaptacion al medio artificial, entre otras (13).Las diferencias en la
composicion entre el medio adecuado para Blastocystis sp, y los protocolos aplicados para
su cultivo, pueden contribuir a la variacion en la sensibilidad y especificidad en dicha

técnica.(31).

Debido a la importancia que ha cobrado el Blastocystis sp como patégeno emergente, se
estan desarrollando distintas lineas de investigacion, donde se requiere disponer de un gran
nimero de estos microorganismos, ya sea para el desarrollo de modelos de infeccion
experimental, preparacion de antigenos para pruebas inmunodiagndsticas y elaboracion de
vacunas, asi como para el desarrollo de pruebas moleculares de diagndstico y
genotipificacion(10). Por lo tanto, implementar el medio Boeck y Dbohlav para el cultivo
de Blastocystis spp es el paso inicial para lograr grandes cantidades de carga parasitaria
pura para realizar estudios epidemioldgicos, bioquimicos y moleculares (13). Asi mismo, es

un medio que por su bajo costo es accesible.

1.6 Tratamiento
Los pacientes asintomaticos con Blastocystis sp no requieren tratamiento. En casos
sintomaticos es necesario descartar la presencia de otros agentes patdgenos y cuando esta

busqueda es negativa, se justifica administrar tratamiento, siempre que la cantidad de

29



Blastocystis sp sea abundante. Debe considerarse que la sintomatologia asociada a la
infeccion por Blastocystis sp es autolimitada, lo cual hace dificil valorar la eficacia de los
tratamientos. Cuando se decide administrar tratamiento se utiliza 5-nitroimidazoles que son
los medicamentos mas utilizados, principalmente el metronidazol(8), cuando estos no son
eficaces, se puede utilizar: Trimetoprim- Sulfametoxazol y Nitazoxanida (8). El
metronidazol se considera de primera linea de tratamiento, pero el éxito de la erradicacion
de Blastocystis sp se ha informado que este farmaco es de 0% a 100%. Es posible que el
metronidazol sea efectivo para ciertos pacientes pero no proporciona una erradicacion
completa, especialmente en aquellos con infeccion grave, o que los pacientes que no

respondieron pudieron haber sido infectados con subtipos resistentes(35).

TMP-SMX (Trimetoprim sulfametoxazol) se ha utilizado como agente de segunda linea en
pacientes que son alérgicos o que no toleraron el tratamiento con metronidazol (35). Una de
las dificultades en la evaluacion de la eficacia terapéutica es la tremenda variabilidad
seguimiento postratamiento de pacientes tratados por infeccion por Blastocystis sp. El
analisis microbiologico postratamiento mostrando las deposiciones positivas a Blastocystis
sp puede no reflejar el fracaso del tratamiento pero podria representar la reinfeccion. Los
pacientes también pueden tener un proceso secundario que respondid inicialmente al
tratamiento con fracaso posterior del tratamiento que pueden no ser capaces de tolerar o no
responder al tratamiento con metronidazol (35). Los agentes adicionales, tales como
yodoquinol, tinidazol, nitazoxanida,emetina, pentamidina, yodo clorhidroxiquina y
furazolidona, han sido utilizados y han demostrado una eficacia variable en erradicar la

infeccion por Blastocystis sp(36).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo general
e Establecer un cultivo para la deteccion de Blastocystis sp en pacientes de la cuidad

de Monteria.

2.2 Objetivos especificos
e Caracterizar a la poblacion de estudio en términos de persona, tiempo y lugar.
e [Estandarizar la técnica de cultivo del medio de Boeck y Drbohlav para Blastocystis
Spp.

e Cultivar Blastocystis spp, a partir de las muestras de materia fecal analizadas.
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3. METODOLOGIA

Se llevé a cabo un estudio descriptivo de corte transversal que se realizd durante 12 meses
en la cuidad de Monteria, localizada en el departamento de Cordoba, al noreste de
Colombia, a 8° 45" de latitud norte y 75° 53" de longitud oeste; con una altitud de 18
m.s.n.m, temperatura promedio de 28°C, precipitacion media anual de 1.156 mm y una

poblacion de 500.000 habitantes aproximadamente.

3.1 Caracterizacion de la poblacion en estudio

La poblacion y muestra de estudio fueron personas que asistieron al Hospital San Jerénimo
de Monteria a realizarse un examen coprologico. En total se recolectaron 100 muestras de
materia fecal en un periodo de 3 meses. De las cuales 50 fueron positivas para el examen
directo, y 10 se tomaron como control negativo del estudio. Para cumplir con los
parametros éticos de confidencialidad, se obtuvo el consentimiento informado de cada uno
de los participantes del estudio. Como criterio de inclusion a esta investigacion, se tuvo en
cuenta la muestras de materia fecal diarreicas o formes con presencia de alguna de las

formas morfologicas de Blastocystis sp.

Por lo tanto, el criterio de exclusion fue que las materias fecales que al exdmen directo no

tengan presencia de las diferentes formas morfologicas de Blastocystis sp.

Las muestras fueron transportadas con las medidas necesarias para la preservacion de los

parasitos (en refrigeracion a 4°C), al laboratorio de microbiologia GIMBIC.

3.2 Estandarizacion del aislamiento de Blastocystis sp en el medio Boeck y Drbohlav.

Se procesaron las muestras utilizando microscopios Opticos, y el cultivo se realizé con el
medio de Boeck y Drbohlav. Dichas muestras al llegar al laboratorio, se inocularon en el
medio de cultivo. 1 gramo si las heces eran de consistencia solida, y 0.5 ml si eran de

consistencia liquida.

Es un medio formado por una base semisolida de huevo y una capa superficial de solucion

de Locke modificada, tomado como base el utilizado por Botero y Restrepo(8). Tanto para
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el medio semiso6lido y la solucion de Locke, se prepararon 4 soluciones con diferencias en
sus componentes (Tabla 1), y se escogié la mejor teniendo en cuenta los resultados de
crecimiento de Blastocystis sp en cada una de ellas. Asi mismo, se incubaron en atmosferas
diferentes (anaerobiosis y aerobiosis) para observar el comportamiento del pardsito en el

medio de cultivo con una temperatura de 37°C.

Tabla 1. Soluciones de Locke con diferente composicion.

Soluciéon NaCl CaCl,.2H,0 KCl MgCL6H,0 Na,HPO, NaHCO; KH,PO, Glucosa AD

1 8.0 0.2 0.2 2.0 0.1 0.4 0.3 NA 1000 ml
2 8.0 0.2 0.2 NA 0.1 0.4 0.3 NA 1000 ml
3 9.0 0.2 0.4 NA 2.0 0.2 0.3 2.5 1000 ml
4 9.0 0.2 0.4 NA 2.0 0.2 0.3 NA 1000 ml

AD: Agua destilada; NA: No Aplica; NaCl: Cloruro de sodio; CaCl,.2H,0O: Cloruro de calcio; KCI: Cloruro de potasio; MgCl,6H,0: Cloruro de
magnesio; Na,HPOy: Fosfato de sodio; NaHCOs: Bicarbonato de sodio; KH,PO4: Fosfato de potasio.

Las sustancias mencionadas se agregaron en su orden al agua destilada; se mezcl6 cada una
hasta disolver completamente; se hirvié durante 10 minutos y se obtuvo un precipitado; se
enfrio a temperatura ambiente y se filtrd por papel; se esterilizé en el autoclave durante 15

minutos a 15 libras de presion.

La base de huevo se preparé de la siguiente manera:

» Se lavaron 2 huevos frescos y se rompen en un balén volumétrico de 1000 ml, que
contenga algunas perlas de vidrio.
» Se anadido 50 ml de solucion de Locke estéril, sin antibidticos y se emulsiono,

agitando.

A\

Se filtré por gasa y se distribuyd en tubos de ensayo estériles de 15 x125 mm de
manera que se llend el fondo del tubo y se colocd inclinado para que formara bisel.
Se dej6 coagular en horno, controlando el momento en que se gelifica.

Se esteriliz6 a 15 libras por 15 minutos.

Se hizo control de esterilidad incubando por 24 horas a 37°C.

vV V VYV V

Al momento de utilizarlo se agregaron de 4 ml de soluciéon de Locke, con

antibidticos, como sobrenadante. En este caso se utilizaron Gentamicina y
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Penicilina. La técnica de referencia por Botero y Restrepo (8) menciona que por
cada 500 ml de solucion se le agrega 1 ml de antibidtico. En nuestro caso, para la
solucion de Locke se envaso en un beacker de 200 ml y se le agregd 400ul de cada

antibiotico respectivamente.

Tanto la solucion de Locke, como la base semisolida se guardaron a 4°C hasta su uso. En
el momento de realizar la siembra, se agregd 30 mg de polvo de arroz estéril. La siembra se
hizo en el sobrenadante, colocando 0,5 ml si la muestra es liquida o semiliquida y 1 gramo
si es solida. Los tubos se revisaron microscopicamente a las 24, 48 y 72 horas. Como
criterio de positividad del cultivo se tom¢ el establecido en la investigacion realizada por
Urbina et al,.(37) realizada en el afio 2013, la cual consiste en la observacion de las
diferentes formas morfologicas de Blastocystis sp (forma con cuerpo central, forma
granular y/o forma ameboide) en cualquiera de los tiempos de incubacion (24, 48 y 72
horas). Asi mismo, la presencia de multiplicacion del parasito (fision binaria), también es

tomado como criterio positivo para el cultivo(37).

3.3 Analisis de los datos
Los datos fueron almacenados en una base de datos del programa Excel y analizados

mediante estadistica descriptiva utilizando el programa estadistico R para Windows.

3.4 Consideraciones éticas
Para proceder en la ejecucion de dicho estudio se solicitd previamente autorizacion escrita

al coordinador del laboratorio del Hospital San Jeronimo de Monteria y autorizacion a los

pacientes y padres de familia de los pacientes menores de 18 afios.
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4. RESULTADOS

4.1 Descripcion de la poblacion

El promedio de edad de la poblacion de estudio fue de 24 afios, con un predominio de
hombres de 53% (26/50). En cuanto al lugar de procedencia, la mayoria de los pacientes
provienen de la cuidad de Monteria, como se puede observar en la grafica 1. Con respecto a
las caracteristicas de las muestras (color y consistencia) se muestran en la siguiente tabla

(tabla 2):

Griéfica 1. Lugar de procedencia de pacientes implicados en el estudio.

Monteria ( 53.3%)
Montelibano ( 16.6%)
Planeta Rica (5%)

Tierralta (5%)

San Pedro De Uraba (1,6%)
San Juan De Uraba (1,6%)
Cotorra (1.6%)

Ayapel (1,6%)

Moiiitos (1,6%)

San Bernardo del viento (1,6%)
San Pelayo (1,6%)
Valencia (1,6%)

Puerto libertador (1,6%)
Ciénaga de oro (1,6%)

Lugar de Procedencia

0 5 10 15 20 25 30 35
Frecuencia
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Tabla 2. Caracterizacion de las muestras positivas.

Caracteristicas de las Muestras positivas
muestras n=>50 %
Amarillo 22 44%
Café 11 22%
Color Negro 2 4%
Pardo 10 20%
Verde 5 10%
Blanda 42 84%
Diarreica 1 2%
Consistencia Dura 2 4%
Liquida 5 10%

La poblacion de las muestras negativas (10 /60) que se recolectaron como control negativo
de la presente investigacion, presentaron una edad promedio de 18 afos, con un predominio
de hombres de 60% (6/10) Para las caracteristicas de las muestras (color y consistencia) los

datos se muestran en la tabla 3.

Tabla 3. Caracterizacion de las muestras negativas.

Caracteristicas de las muestras Muestras negativas
n=10 %
Color Amarillo 3 30%
Café 3 30%
Pardo 2 20%
Verde 2 20%
Consistencia Blanda 7 70%
Diarreica 1 10%
Liquida 2 20%
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A partir de esta tabla se puede inferir, que la consistencia blanda, los colores amarillo con
un 30% (3/10) y café con un 3% (3/10) predominan en las muestras negativas al examen
directo para Blastocytis sp. La de color verde con un 20% (2/10) y consistencia liquida con
20% (2/10) presentaron las menores frecuencias en cuanto a las mencionadas

caracteristicas.

4.2 Estandarizacion del aislamiento de Blastocystis sp en el medio Boeck y Drbohlav.
Se sometieron las muestras positivas a las 4 soluciones de Locke realizadas (tabla 1) en
atmosferas de incubacion diferentes (anaerobiosis y aerobiosis) con una temperatura de

37°C. Los resultados se explican en la tabla 4.

Tabla 4. Muestras positivas de Blastocystis sp en el medio Boeck y Drbohlav con

diferentes tiempos y atmosferas de incubacion.

Tiempo (horas) Atmosfera
Soluciones 24 48 72 Aerobiosis Anaerobiosis
+ % + % + % + % + %
1 27 54 27 54 27 54 0 0 27 54
2 0 0 0 0 17 34 17 34 0 0
3 36 3 6 3 6 0 0 3 6
4 0o 0 o0 o0 o0 O 0 0 0 0

A partir de estos resultados, se puede inferir la solucion de Locke 1 con un 54% muestra el
mayor porcentaje de recuperacion de Blastocystis sp en anaerobiosis, mientras que la
solucion de Locke 2 en aerobiosis tiene un 17%. Por tanto, la solucién de Locke 1 muestra

mejores resultados de aislamiento de dicho parésito en el medio de Boeck y Drbohlav.

Con respecto a la atmosfera de incubacion, en presencia de CO;, se observd mayor carga
parasitaria al momento de observar el cultivo a las 24, 48 y 72 horas respectivamente. Esto

se pudo constatar por la presencia de la fase de reproduccion del parasito (Fision binaria).
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4.3 Viabilidad de Blastocystis sp
Se pudo constatar a traves de diferentes tiempos de incubacién que Blastocystis sp pudo

sobrevivir mas de las 72 horas estipuladas en el cultivo. Es decir, pudo sobrevivir 96 horas,
y mediante repiques se pudo mantener 2 semanas (15 dias aproximadamente) como se
puede constatar en las siguientes imagenes.

Figura 8.Blastocystis sp en repique en el medio Boeck y Drbohlav a las 48 horas de

incubacién. Tincion con lugol, exdmen directo. 40X Fuente: Autor.

Figura 9. Blastocystis spp en repique a las 48 horas de incubacion. Tincion con lugol,
examen directo 40X. Fuente: Autor



Figura 10. Blastocystis sp en repique a las 72 horas de incubacion. Tincion con lugol,

examen directo 40X.

Fuente: autor.

4.4 Cultivo de Blastocystis sp

Se logr6 elaborar un protocolo de cultivo en donde los principales ajustes estan en la
concentracion de Cloruro de magnesio (MgCl, 6H,0), Fosfato de sodio (Na;HPO,) y en la
cantidad de huevos (2), lo que permite recuperar el parasito entre 24 y 72 horas (ver anexo
A).
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5. DISCUSION
La frecuencia mas alta de pacientes con Blastocystis sp en la cuidad de Monteria con un
53%. Aunque es perimetro urbano, no se esta exento de infectarse con Blastocystis sp. Esto
puede deberse a las condiciones socioeconémicas, como lo menciona Lozano et,al 2005,
ademads de que exista escasa cobertura de servicios de saneamiento basicos, lo cual son un

factor predisponente para la infeccion por este parasito(12).

La edad promedio de las personas que fueron positivas al examen directo para Blastocystis
sp fue de 24 anos. Las infecciones por este parasito mayormente ocurren en personas
jovenes, con factores de riesgo como el incorrecto lavado de manos, consumo de alimentos
y agua contaminados entre otros(38). La prevalencia en adultos ha sido mayor que en nifios
observados en varios estudios, y los adultos jévenes parecen tener las tasas mas altas de
infeccion, como los observados en las investigaciones realizadas por Boreham (39) y como

lo obtenido en este estudio.

Se debe tener en cuenta que los medios de cultivos son necesarios para mejorar el
diagnostico porque la microscopia sola posee una baja sensibilidad cuando se usa como
unica modalidad de diagndstico de Blastocystis sp (10). A pesar de ser la principal
herramienta diagnostica a nivel mundial, el uso de la microscopia para detectar Blastocystis
sp tiene una utilidad limitada en los laboratorios de microbiologia clinica y en la generacién
de datos para propositos clinicos y epidemioldgicos: La microscopia de concentrados
fecales tiene una sensibilidad muy baja para detectar Blastocystis sp, no hay consenso
sobre la importancia de los ndmeros celulares o las diversas formas morfoldgicas
reportadas y la microscopia no puede distinguir entre organismos con diferencias genéticas(
subtipos: STs)(40). Los cultivos axénicos en anaerobiosis aumentan la sensibilidad de la
deteccion parasitaria(22).La insensibilidad de la microscopia de los concentrados fecales
probablemente se debe a la desintegracion de Blastocystis sp durante el procesamiento
técnico, pero también se debe tener en cuenta que no hay consenso con respecto a la
morfologia de la Blastocystis sp(41). Los métodos de cultivo son una mejor opcion de

diagnostico a partir de  muestras de heces fecales frescas porque el examen directo tiene
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debilidad en el diagndstico de Blastocystis sp debido a la diversidad en la morfologia y el

tamarfio, que puede imitar a otros parasitos u organismos o contaminantes(42).

La observacion y seguimiento de las diferentes formas de Blastocystis sp en los cultivos
suministra una informacion importante que enriquece el conocimiento sobre la biologia de
este organismo que ha generado tantas controversias. Tiene consecuencias directas en la
identificacion en las muestras de heces, su correlacion con la situacion clinica de los
hospederos humanos, ciclo evolutivo y estudios de taxonomia(4). En el proceso de
comprension de los aspectos biologicos de Blastocystis sp los investigadores han utilizado
medios de cultivo in vitro para alcanzar sus objetivos(43). Actualmente, la deteccion de
infeccion humana con Blastocystis sp se basa generalmente en el examen bajo un
microscopio de luz de muestras fecales, ya sea directamente, como "frotis simples" o
después de alguna forma de concentracion. Si el cultivo in vitro a corto plazo aumentaria la

sensibilidad de tal deteccion sigue siendo motivo de controversia(44).

La estandarizacion del cultivo para el desarrollo de futuros proyectos es de gran
importancia, de acuerdo a lo realizado por Ortigoza et,al 2011 y Gallegos et, al 2013, en
donde probaron distintas sales y liquidos como la glucosa y suero humano, pudieron
obteniendo excelentes resultados en cuanto a la recuperacion del parasito en el medio
Boeck y Drbohlav. En esta investigacion obtuvieron mejores resultados con el protocolo
utilizado por Botero ef, al 2012, pero con variaciones en sus concentraciones para una

mejor recuperacion de Blastocystis sp.

En general, en el caso de las infecciones intestinales por protozoos, el cultivo suele hacerse
no solo para establecer el diagnostico, sino con fines didacticos y de investigacion(45). Para
el cultivo de Blastocystis sp se han empleado varios medios, sin embargo, el medio Boeck y
Drbohlav (o modificaciones) ha sido el mas utilizado. Este es un medio que fue utilizado
inicialmente para el diagndstico de amebas(32) y para el presente estudio, los resultados
obtenidos fueron satisfactorios, en cuanto el aislamiento de Blastocystis sp. Este medio es
facil de preparar; las células cultivadas crecen constantemente y se multiplica rdpidamente.

Por lo tanto, puede ser una opcidon de continuo cultivo in vitro para Blastocystis sp(46).
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En este estudio se realiz6 la modificacion y estandarizacion de algunas condiciones en el
medio de cultivo para Blastocystis sp, 1o que permitié6 que dicho parasito se reprodujera
adecuadamente. Dicho cultivo puede resultar positivo, atin cuando las muestras al examen
directo sean negativas, como sucedio con 2 de las 10 muestras negativas usadas como
control, fueron positivas al cultivo para Blastocystis sp. La positividad no necesariamente
depende de la cantidad de formas parasitarias detectadas, sino tal vez de la viabilidad y
otras caracteristicas biologicas, bioquimicas y/o moleculares del parasito(13). De las 50
muestras positivas al exdmen directo, 3 fueron negativas para el cultivo, esto se puede
explicar debido a que ciertos subtipos de Blastocystis sp son mas dificiles de cultivar que
otros(45). Sin embargo, a pesar de la sensibilidad que puede tener el cultivo, los resultados

de cultivo negativo no descartan la presencia de infeccion(33).

De las formas morfologicas de Blastocystis sp, la mas predominante en el cultivo fue la
forma vacuolar, seguido de la forma granular. Ademas, se pudo evidenciar una intensa
actividad replicativa del parasito en el cultivo a través de fision binaria. Hasta la fecha, la
fision binaria es la tinica forma aceptada de reproduccion de Blastocystis sp en cultivo y en
heces demostrado tanto por microscopia de luz como por microscopio de transmision de
electrones(46). Por consiguiente la frecuencia de las formas morfologicas coinciden con
otros estudios en la que coinciden en que la forma vacuolar seguido de la granular son la

mas frecuentes en los medios de cultivo(11).

Otro aspecto importante fue que Blastocystis sp pudo crecer en las dos atmdsferas de
incubacion, con un mejor crecimiento en anaerobiosis. Fisiologicamente Blastocystis sp es
un anaerobio estricto, pero tiene organulos similares a mitocondrias, lo cual le permite
realizar respiracion aerobia y por consiguiente crecer en esta atmosfera(48). Mientras que
en aerobiosis a las 72 horas se pudo evidenciar crecimiento de Blastocystis sp en el medio
de cultivo. Estos resultados donde crecié en aerobiosis fueron similares a los observados
por Gallego et,al. 2011 en la cual el procedimiento de estandarizacion fue en atmosfera de
0,. En otro estudio realizado por Ortigoza ef, al realizaron todo el proceso de
estandarizacion en atmosfera de CO,, visualizando crecimiento desde las 24 horas de

incubacién.
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En cuanto al tiempo de crecimiento, Blastocystis sp crecid mas rapido (a las 24 horas se
obtuvo cultivo positivo) en atmosfera de anaerobiosis, ya que este parasito su atmosfera
tipica de crecimiento es la anaerobiosis, y esto le facilito la reproduccion de las diferentes
formas morfoldgicas presentes(49). El extracto de levadura proporciona nitrogeno
organico, compuestos de carbono y elevadas concentraciones de vitaminas del complejo B

(50) necesarias para el crecimiento de Blastocystis sp.

En este estudio se logro mantener a Blastocystis sp en repiques sucesivos por 2 semanas
empleando este medio de cultivo, en contraste a lo obtuvido con Devera et,al 2013, en
donde pudieron hacer repiques sucesivos del parasito durante 3 semanas Aqui puede estar
implicado el subtipo, y los nutrientes necesarios para que pudiera realizar todo su proceso
de multiplicaciéon y se conservara mas tiempo. No se pudo obtener la axenizaciéon completa
del medio de cultivo, esto debido posiblemente a la biota bacteriana presente y a los
antibioticos utilizados para lograr tal fin. Pero, la axenizacién se puede lograr en
investigaciones futuras(13). Ya que gran cantidad de bacterias puede dificultar su

visualizacion y crecimiento en cultivo(51).

Blastocystis sp requiere la presencia de bacterias para su desarrollo in vitro, a menos que se
realicen cultivos axénicos cuidadosamente controlados. No se desarrolla en medios de
cultivos para hongos o bacterias, ni en la superficie de medios sélidos, crece en Ph neutro y
en temperatura optima de 37°C(52).El estudio realizado por Devera et,al 2013 no obtuvo la
axenizacion completa, pero obtuvo crecimiento de Blastocystis sp en el medio de cultivo.
La axenizacidn es necesaria para realizar estudios morfologicos, bioquimicos y moleculares
del parasito, que son fundamentales para establecer la relevancia clinica del parasito una
vez que se ha demostrado actualmente que hay genotipos que son mas prevalentes que
otros, y, existe demds de diversidad genética, variabilidad en la patogenicidad de los

genotipos (13)(53)
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6. CONCLUSIONES

El medio Boeck y Drbohlav es un buen medio para la recuperacion de Blastocystis sp a
partir de muestras de materia fecal, ya que proporciona todos los nutrientes necesarios para
su crecimiento. Ademas, es eficaz para mantener la viabilidad de dicho parasito

estandarizando su aislamiento para una correcta multiplicacion.

Su atmosfera idonea de incubacion es anaerobiosis, ya que fisiologicamente es anaerobio
estricto, pero puede crecer en aerobiosis gracias a mitocondrias presentes que le ayudan a

realizar este intercambio de oxigeno.

Blastocystis sp puede estar presente en cualquier edad, teniendo en cuenta las condiciones
de salubridad presentes en cada cuidad y/o perimetro urbano. Es muy importante resaltar la
higiene y presencia de servicios sanitarios basicos para evitar contagios y afectacion de la

salud.

Considerar la importancia de la implementacion de cultivo para Blastocystis sp para la
identificacion de subtipos implicados, asi como para fines epidemioldgicos y/o de
investigacion, contribuyendo a entender un poco mas acerca de la biologia y taxonomia de

este parasito.
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7. RECOMENDACIONES

» Mantener muestras axénicas que permitan posteriormente hacer diagnosticos
moleculares y poder determinar el subtipo del pardsito que estd infectando y/o

circulando.

» Realizar un estudio comparativo entre la microscopia y el cultivo para establecer

una mejor opcion diagnostica para Blastocystis sp.
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ANEXOS



ANEXO A

Protocolo para cultivo de Blastocystis sp

A continuacion se describe el protocolo que se logrod establecer para el cultivo de

Blastocystis sp teniendo en cuenta los resultados obtenidos en este estudio.

Medio de Boeck y Drbohlav.

Este medio estd formado por una base semisélida de huevo y una capa superficial de

solucion de Locke modificada. El procedimiento consta de 3 etapas:

Preparacion de la base de huevo.
Elaboracion de la Solucion de Locke.

Cultivo.

Preparacion de base de huevo:

>

A\

YV V VYV V

Se lavan 2 huevos frescos y se rompen en un baléon volumétrico de 1000 ml, que
contenga algunas perlas de vidrio.

Se anade 50 ml de solucion de Locke estéril, sin antibioticos y se emulsiona,
agitando.

Se filtra por gasa y se distribuye en tubos de ensayo estériles de 15 x125 mm de
manera que se llena el fondo del tubo y se coloca inclinado para que formara bisel.
Se deja coagular en horno, controlando el momento en que se gelifica.

Se esteriliza a 15 libras por 15 minutos.

Se hace control de esterilidad incubando por 24 horas a 37°C.

Al momento de utilizarlo se agregan 4 ml de solucion de Locke, con antibioticos,
como sobrenadante. Los antibioticos son Gentamicina y Penicilina. A la solucién
de Locke de sobrenadante se agrega 1 ml de antibiotico (penicilina y gentamicina)

1 ml por cada 500 ml de solucion de Locke.
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Solucion de Locke. En la tabla 6 se explican los reactivos necesarios y sus cantidades para

su elaboracion.

Tabla 6. Solucion de Locke para cultivo de Blastocystis sp

Componente NaCl CaClz.ZHZO KCl1 MgC126H20 N32HPO4 NaHCO;, KH2PO4 AD

Cantidad 8.0 0.2 0.2 2.0 0.1 0.4 0.3 1000

ml

AD: agua destilada

Las sustancias mencionadas se agregan en su orden al agua destilada; se mezcla cada una
hasta disolver completamente; se hierve durante 10 minutos y se obtiene un precipitado; se
enfria a temperatura ambiente y se filtra por papel; se esteriliza en autoclave durante 15

minutos a 15 libras de presion.

Cultivo
Sembrar en el sobrenadante, colocando 0,5 ml si la muestra es liquida o semiliquida y 1
gramo si es solida. Al momento de la siembra agregar 30 mg de polvo de arroz estéril. Los

tubos se revisaran microscopicamente a las 24, 48 y 72 horas.
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ANEXO B

FACULTAD CIENCIAS DE LA SALUD GIMBIC

PROGRAMA DE BACTERIOLOGIA \

GRUPO DE INVESTIGACIONES MICROBIOLOGICAS Y BIOMEDICAS DE CORDOBA

B ¥,
%
& r/
St . o0V

Proyecto: Establecimiento de un cultivo para el diagnostico de Blastocystis
sp. en pacientes de la ciudad de Monteria, Cordoba.

cobico: [ | [ [ |

Consentimiento Informado
El grupo de investigaciones microbiologicas y biomédicas de la universidad de Cérdoba,

estd adelantando una investigacion en la que se pretende establecer un cultivo para el
diagnéstico de Blastocystis sp a partir de muestras de materia fecal de pacientes que asistan

al Hospital San Jerénimo de la ciudad de Monteria.

Cabe resaltar que su colaboracion es de vital importancia para nosotros, ya que la
investigacion en la cual, consentird participar traerd consigo beneficios a la comunidad en

general.

Si usted tiene a gusto colaborar, su participacion consiste en:

1. Autorizar el procesamiento de las muestras para el estudio.

La decision que usted tome es voluntaria y no influird en el tratamiento que usted reciba en

esta institucion.

Luego de conocer el objetivo de la presente, yo:

identificado con CC:

Acepto mi participacion voluntaria en el estudio a realizar.




ANEXO C

Preparacion del medio de cultivo Boeck y Drbohlav

S - 5y

Preparacion de solucién de Locke. Fase de formacién de precipitado.

57



ANEXO D

Base de Huevo Medio Boeck y Drbohlav
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Base de huevo antes de coagularse.

Formacion de bisel.
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ANEXO E

Base de huevo después de coagularse

. Notese la formacion de bisel.
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ANEXO F

Base de huevo después de coagularse

Notese la formacion de bisel.
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ANEXO G

Medio Boeck y Drbohlav listo para inocularse.

Obsérvese la base de huevo y la fase liquida o sobrenadante.
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ANEXOH

Medio de Boeck y Drbohlav inoculado

Medio de cultivo Inoculado.

Fuente: autor
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ANEXO |

Blastocystis spp en el medio de cultivo Boeck y Drbohlav

Blastocystis spp a las 48 horas de incubacion. Tincion con lugol, exdmen directo 40X.

Fuente: Autor
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ANEXOJ

Blastocystis spp en el medio de cultivo Boeck y Drbohlav

Formas granulares de Blastocystis spp a las 48 horas de incubacion. Tincién con lugol,
examen directo 40X.

Fuente: Autor
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ANEXO K

Blastocystis spp en el medio de cultivo Boeck y Drbohlav

Forma quistica de Blastocystis spp a las 48 horas de incubacion. Tincién con lugol,

examen directo 40X.

Fuente: autor.
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ANEXO L

Blastocystis spp en el medio de cultivo Boeck y Drbohlav

Formas granulares de Blastocystis spp a las 48 horas de incubacion. Tincién con lugol,

examen directo 40X.

Fuente: Autor.
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ANEXO M

Blastocystis spp en el medio de cultivo Boeck y Drbohlav

Formas granulares de Blastocystis spp a las 48 horas de incubacion. Tincién con lugol,

examen directo 40X.

Fuente: Autor.
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ANEXO N

Blastocystis spp en el medio de cultivo Boeck y Drbohlav

Forma granular y quistica de Blastocystis spp a las 48 horas de incubacién. Tincion con
lugol, exdmen directo 40X

Fuente: Autor.
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ANEXO O

Blastocystis spp en el medio de cultivo Boeck y Drbohlav

Reproduccién de Blastocystis spp a las 48 horas de incubacion. Tincién con lugol, exdmen
directo 40X.

Fuente: Autor
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