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Resumen

Blastocystis spp. es un parasito muy frecuente en materia fecal humana,
pero la naturaleza polimoérfica y el nimero de Blastocystis en la muestra
pueden complicar su detecciéon por microscopia. El objetivo del trabajo
fue describir la dindmica de los morfotipos de Blastocystis a corto plazo
en un medio de cultivo simple y determinar su aplicabilidad para utili-
zarlo como complemento del analisis coproparasitolégico y para estudios
morfolégicos, bioquimicos y moleculares del parasito. Se sembraron 10
muestras de materia fecal con Blastocystis en un medio Pavlova adaptado,
se examinaron diariamente por examen microscépico durante 6 dias y se
registraron las formas y el recuento. El desarrollo fue regular y abundante
y las formas fueron de tamafios variables y claramente identificables. El
cultivo ensayado puede ser (til para la deteccién de Blastocystis cuando
existan dudas diagnosticas por microscopia, para estudios de sensibilidad
y especificidad diagnéstica o cuando se requiera aumentar la carga para
realizar otros estudios.

Palabras clave: Blastocystis spp.; Cultivo; Formas de Blastocystis; Medio Pavlo-
va; Analisis coproparasitoldgico

Dynamics of the evolution of the forms of Blastocystis
spp. in a simple culture medium

Abstract

Blastocystis spp. is a very frequent parasite in human fecal matter, but the
polymorphic nature and the number of Blastocystis in a sample can com-
plicate its detection by microscopy. The objective of the present work was
to describe the dynamics of Blastocystis morphotypes in the short term in a
simple culture medium and to determine its applicability to use it as a com-
plement to coproparasitological analysis and for morphological, biochemi-
cal and molecular studies of the parasite. Ten stool samples with Blasto-
cystis were cultured in an adapted Pavlova medium and examined during
6 days by microscopy to record the forms and the count. The development
was regular and abundant and the shapes were of variable sizes and clearly
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identifiable. The tested culture could be used for the detection of Blastocystis when microscopic
diagnosis is dubious, for studies of diagnostic sensitivity and specificity or when it is necessary to
increase the load to perform other studies.

Keywords: Blastocystis spp.; Culture; Blastocystis forms; Pavlova’s medium; Coproparasitological
analysis

Dindmica da evolug&o das formas de Blastocystis spp. em um meio de cul-
tura simples

Resumo

Blastocystis spp. é um parasita muito frequente nas fezes humanas, mas a natureza polimoérfica e o
numero de Blastocystis na amostra podem complicar a sua deteccao através do microscdpio. O obje-
tivo do trabalho foi descrever a dindmica dos morfotipos de Blastocystis no curto prazo em um meio
de cultura simples e determinar sua aplicabilidade para ser utilizado como complemento da anélise
coproparasitolégica e para estudos morfoldgicos, bioquimicos e moleculares do parasita. Foram se-
meadas dez amostras de fezes com Blastocystis em um meio Pavlova adaptado e examinadas diaria-
mente através de exame microscopico durante 6 dias, registrando as formas e fazendo recontagem.
O desenvolvimento foi regular e abundante e as formas foram de tamanhos variaveis e claramente
identificaveis. A cultura testada pode ser (til para a detecgdo de Blastocystis quando houver dividas
diagndsticas por microscopia; para estudos de sensibilidade e especificidade diagndstica ou quando
for necessario aumentar a carga para a realizacdo de outros estudos.

Palavras-chave: Blastocystis spp.; Cultura; Formas de Blastocystis; Meio de cultura Pavlova; Analise

coproparasitologica

Introduccién

Blastocystis spp. es el parasito unicelular del intestino
del hombre y otros animales que se halla con mayor fre-
cuencia en la materia fecal humana (1). Es un parasito
polimorfico con seis formas descriptas: vacuolar, granu-
lar, ameboide, avacuolar, multivacuolar y quistica (2). La
forma vacuolar o forma de cuerpo central es redondea-
da, presenta una vacuola que ocupa aproximadamente
el 90% del volumen de la célula y deja un anillo cito-
plasmatico periférico donde se encuentran las organelas
y los nucleos. La vacuola puede tener aspecto vacio o
contener material homogéneo o granuloso. Mide entre
2y 200 pm, pero en las muestras fecales predominan las
formas pequenas con valores entre 5y 15 pm (3).

La forma granular se asemeja a la forma vacuolar,
pero con gran cantidad de granulos dentro del cuerpo
central y en el citoplasma. Los granulos intracelulares
son heterogéneos y se describen como inclusiones simi-
lares a la mielina, vesiculas pequenas, granulos cristali-
nos y gotas de lipidos (2).

La forma ameboide no es facilmente identificable en
heces y rara vez se informa. A partir de su aislamiento
en medios de cultivo, se han descripto con un tamano
de 10 a 15 pm, con caracteristicas similares a las formas
vacuolares, pero con uno o dos seudépodos (2) (3).

Los quistes son muy pequenos, de forma variable,
pero en su mayoria son esféricos u ovoides, miden de 3
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a 10 pm, generalmente 2 a 5 pm y aparecen rodeados
por una cubierta celular suelta. Esa cubierta externa es
fina y se observa un espacio entre éstay el quiste, el cual
es muy refringente (2) (3).

La forma avacuolar carece de la vacuola central y
la forma multivacuolar contiene multiples vacuolas
pequenas (2) (3).

La identificacion en el laboratorio se realiza funda-
mentalmente por la observacion microscopica de algu-
na de ellas. La forma vacuolar, seguida por la granular,
es la que se halla con mas frecuencia, tanto en las mues-
tras fecales como en los cultivos (2).

Los métodos de diagnéstico recomendados, con
mayor sensibilidad analitica, son la reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR) y el cultivo (4). La PCR, con-
siderada la prueba de eleccion, es mas sensible que la
microscopia (5), pero la mayoria de los laboratorios no
puede utilizarla porque requiere de insumos y equipa-
miento costosos. Por lo tanto, el examen microscopico
de materia fecal, la aplicacion de métodos de enrique-
cimiento, las coloraciones y el cultivo in vitro son los
métodos mas factibles para la deteccion de Blastocystis
(4). Aunque en los laboratorios asistenciales la técnica
mas utilizada es el examen microscopico de materia fe-
cal en preparaciéon himeda, la naturaleza polimoérfica,
la variacion de tamano y el niamero de Blastocystis en la
muestra son factores que pueden complicar su detec-
cioén por microscopia (4).



El objetivo del presente trabajo fue describir la dina-
mica de los morfotipos de Blastocystis a corto plazo en
un medio de cultivo simple y determinar la aplicabilidad
del medio para utilizarlo como complemento del and-
lisis coproparasitolégico convencional y para estudios
morfolégicos, bioquimicos y moleculares del pardsito.

Materiales y Métodos

Muestras

Se utilizaron 10 muestras de materia fecal sin conser-
vantes con formas vacuolares pequenas y escasas (me-
nos de una forma por campo de 40X). El criterio de
inclusion de las muestras fue que se diagnosticaran en
la observacion microscopica como Blastocystis positivas
por presentar formas vacuolares menores de 10 pm. Se
consideraron grandes las formas de Blastocystis =10 pm
y pequenas las <10 pm.

Medio de cultivo

Se utiliz6 un medio que se denominé Pavlova adap-
tado, que resulté del medio Pavlova modificado con
plasma humano (6) al que se le introdujeron ligeras
variaciones. El medio Pavlova modificado contiene
PO, HNa,.12 H,O (8,95 g); fosfato de potasio (1,15 g);
cloruro de sodio (20 g); extracto de levadura (4 g);
agua destilada c.s.p. 2740 mL; plasma humano al 5%
(137,5 mL); almidén de arroz estéril (2,75 g); hidroxido
de sodio (1 N) para ajustar el pH a 7,2-7,4; penicilina G
sodica 1000 Ul/mL y estreptomicina 50-100 pg/mL. En
el medio Pavlova adaptado se utiliz6 almidén de maiz
en lugar de almidon de arroz y los antibioticos fueron
penicilina G benzatinica Richet® 1000 UIl/mL y estrep-
tomicina sulfato Richet® 100 pg/mL. El medio se distri-
buy6 en tubos de vidrio con tapa a rosca estériles a razén
de 10 mL cada uno y se almacené6 a 4 °C hasta su uso
(maximo un mes).

Inéculo

Las muestras so6lidas se diluyeron en solucion fisiolo-
gica y, después de la microscopia, cada muestra (n=10)
se homogeniz6 por inversion 5 veces y se sembraron 100
pL de heces, con una carga parasitaria “escasa” (menos
de una forma por campo de 40X), en tubos con 10 mL
de medio de cultivo. La siembra se realizé por duplica-
do. Los tubos se incubaron a 37 °C, sin ningdn sistema
de anaerobiosis adicional, se examinaron diariamente
por examen microscopico durante 6 dias y se registra-
ron las formas y el recuento de Blastocystis.

El cultivo fue considerado positivo cuando se observa-
ron formas reproductivas y se registré6 un aumento signi-
ficativo del namero de formas Blastocystis respecto de la
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carga inicial en el medio, es decir, con un recuento en el
medio de cultivo, regular o abundante. Aquellos que no
mostraron desarrollo temprano se observaron hasta el
dia 15 posinoculacién antes de considerarlos negativos.

Morfotipos y tamafios

Las formas se clasificaron morfolégicamente em-
pleando un microscopio Leica DM500 (Leica Microsys-
tems GmbH, Wetzlar, Alemania), se fotografiaron con
la cdmara Leica ICC50 HD (Leica Microsystems GmbH,
Wetzlar, Alemania), y se midieron con el software Leica
LAS EZ (v3.2.1). Se consideraron grandes las formas de
Blastocystis 210 pm y pequenas las <10 pm. Las formas
de Blastocystis se registraron fotograficamente en fresco
y con tincion de Lugol.

Recuento de Blastocystis

Se estim6 el numero de Blastocystis por campo de
40X realizando la observacién de una gota de 25 pL
de materia fecal y/o del medio de cultivo, entre porta
y cubreobjetos. Se contaron los parasitos hallados en
100 campos microscopicos, distribuidos como sigue:
20 campos en cada uno de los cuatro extremos del cu-
breobjetos y 20 centrales. Se realizé por duplicado. La
carga parasitaria se valor6 como: “escasa” con menos
de una forma por campo, “regular”: 1 a 4 por campo y
“abundante”: 5 0 mds por campo.

Resultados

El desarrollo de Blastocystis en el medio Pavlova adap-
tado fue predominantemente regular y abundante y las
formas de Blastocystis presentaron evidentes variaciones
de tamano. En dos muestras no hubo desarrollo hasta
el dia 15 de seguimiento. En los dias 1 y 2 se observa-
ron Blastocystis vacuolares en tamanos variados (10 a 20
pm), con predominio de formas grandes (Fig. 1.a, by
c) y en los dias 2 y 3 numerosas formas vacuolares en
division (Fig. 1. dy e) y formas granulares (10 a 15 pm)
(Fig. 1. f). Las formas vacuolares y granulares continua-
ron presentes hasta el final de las observaciones el dia
6. El maximo desarrollo se observo al cuarto dia (Fig. 2.
a),y el quinto dia se detectaron formas quisticas (5 a 12
pm) (Fig. 2. b) que fueron, ademas, las predominantes.
En los cultivos del dia 3 y posteriores se observaron for-
mas atipicas o aberrantes (Fig. 2. ¢, dy e), y dos estruc-
turas que podrian considerarse compatibles con formas
ameboides (Fig. 2. d y e). En los cultivos del dia 6 se
observaron escasas formas tipicas de Blastocystis, con
predominio de quistes y formas no tipicas o aberran-
tes. La dinamica del porcentaje promedio de las formas
tipicas de Blastocystis spp., observadas en los 6 dias de
seguimiento de los cultivos se muestra en la Figura 3.
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Figura 1. Fotografias obtenidas con un microscopio dptico en preparacién himeda de los diferentes morfotipos de Blastocystis
spp. observados en cultivo. Formas vacuolares en los cultivos del dia 1 (ay b) (b. con Lugol) y del dia 2 (c). Formas en
divisién en el cultivo del dia 2 (d) y del dia 3 (e). Formas granulares (f) en cultivo del dia 3.

V: vacuola; NP: nucleos periféricos

Figura 2. Fotografias obtenidas con un microscopio 6ptico en preparacion himeda de los diferentes morfotipos
de Blastocystis spp. observados en cultivo. Numerosas formas vacuolares y granulares en el cultivo del dia 4
(a). Formas quisticas en el cultivo del dia 5 (b). Las flechas blancas indican quistes en distintos planos. Formas
atipicas en el cultivo del dia 3 (c, d y e); formas compatibles con ameboides (flechas en d y e).
CE: cubierta externa; Q: cuerpo del quiste refringente.
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Figura 3. Dindmica del porcentaje de los morfotipos de Blastocystis spp. observados en el cultivo en
medio Pavlova adaptado durante 6 dias.

Discusion y Conclusiones

En el presente estudio se observo que las formas de
Blastocystis obtenidas en el cultivo in vitro fueron clara-
mente identificables. Las formas vacuolares se desarro-
llaron en distintos tamanos y la mayoria en un tamano
mayor (15 a 20 pm) al observado en la materia fecal
inoculada (10 pm); el medio se fue enriqueciendo
con formas granulares y el desarrollo abundante de
formas quisticas permitié la identificacién inequivoca
de este morfotipo, que no se halla con frecuencia en
las muestras fecales. De esta manera, el medio de culti-
vo aumento6 no solo el nimero de formas parasitarias,
sino también el tamano y la variedad de las mismas, lo
que facilité6 su determinacion por microscopia 6ptica.
La identificacion de formas ameboides fue muy dudosa
dado que solo se observaron dos estructuras morfolo-
gicamente compatibles, pero que no evidenciaron mo-
vimiento. El aumento en la proporciéon de formas gra-
nulares durante el cultivo ocurriria en correspondencia
con el agotamiento de los nutrientes (7). Lo mismo su-
cede con la aparicion de los quistes que son la forma de
resistencia en un medio empobrecido.

Segun Irikov et al. (8), el tiempo de generacién en
el medio Pavlova es de 21,5 horas. La dinamica obser-
vada en el cultivo ensayado mostré las formas en divi-
sién a las 48 h con una mayor proporcién a las 72 h.
Sélo se pudo evidenciar la reproduccién por fisiéon bi-
naria. Otros autores (7) (9) han informado, ademas de
la reproduccién binaria, procesos como la gemacién o
la esquizogonia, pero las observaciones en el presente
estudio fueron realizadas por microscopia 6ptica con-
vencional y la resolucién necesaria para detectar deta-

lles sobre mecanismos reproductivos puede haber sido
insuficiente.

En el cultivo de dia 4 se hallaron formas variadas y
abundantes y seria una buena elecciéon para estudios
moleculares. Esto estaria en concordancia con algunos
autores que informaron que el recuento maximo de cé-
lulas de Blastocystis en cultivos se observa en los dias 3 a
5 (8). El dia 5 el cultivo se enriquecié en formas quisti-
cas, consideradas las formas infectantes y esta informa-
cion es importante si se pretende obtener in6culos para
realizar ensayos de infecciéon experimental.

Existen numerosas técnicas de cultivo de Blastocys-
tis: medio de Boeck-Drbohlav modificado (MBDM), de
Locke, medio de Dulbecco modificado de Iscove, medio
de Robinson, TYSGM-9 y medio de Jones, entre otros;
con diferencias en cuanto a composicion, condiciones
de incubacion y resultados. La utilidad del cultivo en el
diagnostico de Blastocystis ha sido demostrada por dis-
tintos investigadores en todo el mundo (10) (11) y para
algunos autores es una técnica de deteccion mas sen-
sible que las observaciones microscépicas fecales y los
métodos de concentracion (10), pero menos sensible
que la PCR (12). Esto indica que no todas las muestras
con Blastocystis daran cultivos positivos. Las razones de
este comportamiento no estan claras, se especula que
podria existir una dependencia del crecimiento del pa-
rasito con la composicién de la microbiota de cada indi-
viduo (13) y, ademas, se sabe que Blastocystis spp. puede
alterarse facilmente en las muestras de materia fecal,
lo que reduciria las posibilidades de que se replique y
sea detectable en cultivo (12); estas variables podrian
explicar la falta de desarrollo en dos de las muestras
ensayadas.
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Blastocystis es considerado un microorganismo anae-
robio, pero su desarrollo en un medio de cultivo sin
aplicar sistemas de anaerobiosis simplifica en gran me-
dida el procedimiento. Se sabe que las bacterias anae-
robias facultativas, presentes en las heces en cultivo,
aportan un ambiente anaerébico que favorece el creci-
miento de Blastocystis (7). Por otra parte, Tsaousis et al.
(14) afirmaron que el genoma de Blastocystis codifica
una oxidasa alternativa y que, a través de ella, puede
llevar a cabo el proceso de respiracion y esto podria ex-
plicar que se adapte a las condiciones establecidas en el
medio Pavlova.

Estudios para la deteccion de Blastocystis realizados
en muestras de heces humanas mediante microscopia,
cultivo y PCR concluyeron que cuando se aplica sola-
mente microscopia, mds de la mitad de los resultados
son falsamente negativos. La tasa mas alta de positivi-
dad se obtuvo mediante PCR, pero cuando se empleo
microscopia y cultivo se detecté un mayor niimero de
infecciones por Blastocystis (7). Si se considera que la
mayoria de las muestras de heces presentan Blastocystis
pequenos y escasos (15), lo que puede conducir a resul-
tados falsamente negativos, el procedimiento copropa-
rasitolégico sumado al cultivo Pavlova adaptado podria
mejorar la identificacién de Blastocystis en laboratorios
de menor complejidad.

El cultivo in vitro ensayado es sencillo en composi-
cién y condiciones de incubacién, aplicable en cual-
quier laboratorio bioquimico y ha demostrado un
buen rendimiento con una dindmica de generacién
de las formas de Blastocystis en un tiempo breve, algo
muy importante cuando se debe informar un resulta-
do de laboratorio.

Se concluye que el cultivo a corto plazo en medio Pav-
lova adaptado puede ser una herramienta ttil para la
deteccion de Blastocystis cuando existan dudas diagnos-
ticas por microscopia, para estudios de sensibilidad y es-
pecificidad diagnoéstica o cuando se requiera aumentar
la carga para realizar estudios biol6gicos, bioquimicos
o moleculares.
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