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Mantenimiento y transporte del Blastocystis sp.

en condiciones de vitalidad.

Emilia Barrios" 2,Stanisfel Castillo’, Eurimar Goitia', Olga Ojeda’, Wolfan Araque’, Victor Delgado'

RESUMEN

El Blastocystis sp es un protozoario con alta prevalencia en
Venezuela. Es controversial por su papel patégeno y su gran
variabilidad genética, relacionada con la dificultad de mantenerlo
en condiciones de viabilidad fuera del hospedador. Se evalud la
utilidad de los medios de cultivo in vitro RPMI1640, TB1, MBD
y MBDM para mantener la viabilidad del Blastocystis sp. Se
seleccionaron 97 muestras de heces, 43 (44%) de las cuales
resultaron positivas solo para Blastocystis sp y de 15 de ellas se
purificaron los Blastocystis sp mediante gradiente (ficol-diatrizaoato
de sodio). En cada medio de cultivo y en solucién salina 0,85% (SSI)
se inocul61x103 parasitos por paciente y se evalud la viabilidad
mediante coloracion con azul de tripano a las 24, 48 y 72 horas.
Los resultados mostraron porcentajes de viabilidad a las 24 h: en
SSI de 2%, en RPMI1640 5%, en TB1 5%, MBD 24% y MBDM
40%. Alas 48 h: en SSI de 3%, en RPMI1640 4%, en TB1 4%,
MBD 17% y MBDM 21%. Alas 72 h: en SSI 2%, en RPMI1640 2%,
en TB1 2%, MBD 15% y MBDM 16%. Se observaron diferencias
estadisticamente significativas después de las 24 h, entre los
medios TB1, MBD y MBDM comparado con SSI. Se concluye que
el medio MBDM es el que ofrece las mejores condiciones para
mantener viable a Blastocystis sp por 72 h.

Palabras clave: Blastocystis sp, cultivo in vitro, gradiente de
concentracion.

ABSTRACT

Maintenance and transport Blastocystis sp in conditions of
vitality

The protozoan Blastocystis sp is a high prevalence in Venezuela.
Its role is controversial pathogen and its wide genetic variability
related to the difficulty of keeping it in a position outside the host
viability. We evaluated the utility of in vitro culture media RPMI1640,
TB1, and MBDM MBD to maintain the vitality of Blastocystis sp.
They selected 97 stool samples, 43 (44%) of which were positive
for Blastocystis sp and only 15 of them were purified by gradient
Blastocystis sp (ficoll-sodium diatrizaoato). In each culture medium
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and 0.85% saline (SSI) is inocul61x10® parasites per patient and
viability was assessed by trypan blue staining after 24, 48 and 72
hours. The results showed viability percentage at 24 hours: in SSI
of 2%, 5% RPMI1640 at TB1 5%, 24% and MBDM MBD 40%. After
48 h: SSI 3% in RPMI1640 4%, 4% TB1, MBD MBDM 17% and
21%. After 72 h: SSI 2% in RPMI1640 2%, 2% TB1, MBD 15% and
16% MBDM. Statistically significant differences were observed after
24 h, between TB1 media, compared MBDM MBD and SSI. We
conclude that the medium is MBDM which offers the best conditions
for maintaining viable Blastocystis sp for 72 h.

Key words: Blastocystis sp, in vitro culture, the concentration
gradient.

INTRODUCCION

El Blastocystis sp es un parasito pleomérfico comun en el
tracto intestinal humano (1). Caracterizado por presentar
tres morfologias principales: vacuolada, que posee una gran
vacuola central, y escaso citoplasma que contiene organelas
y varios nucleos. Generalmente es esférica, midiendo
entre 2 a 200 ym de diametro, aunque en algunos cultivos
axénicos se han descrito formas gigantes de 400 ym. La
granulada, que posee una gran cantidad de mitocondrias,
lo que le confiere el aspecto granular. Y la forma vacuolada
que en tamafio es parecida a la granular, caracterizada por
la presencia de granulaciones citoplasmaticas y dentro de
la vacuola, funciones metabdlicas y reproductivas variables,
y es frecuentemente observada en cultivos con antibidticos
0 que no han sido axenizados. La forma ameboide,
caracterizada por su capacidad de emitir 1 6 2 pseuddpodos
involucrados principalmente en la fagocitosis de bacterias
mas que en la motilidad del parasito, es esporadicamente
encontrada en heces diarreicas. La forma quistica es la de
menor tamano 2 a 5 ym, de forma ovoidea o esférica y con
una pared de multiples capas que puede presentar, 0 no,
otra cubierta laxa. En su interior se observan varios nucleos,
pequefias vacuolas y otras organelas. Son las formas mas
resistentes, pudiendo permanecer viables un mes a 25 °C
y 2 meses a 4 °C, son las responsables de la transmision
que genera la infeccion de manera fecal-oral o por medios
de agua o alimentos contaminados con heces infectadas
(2, 3,4).

En cuanto a la frecuencia de aparicion, las formas con
cuerpo central o vacuolada y las formas granulosas son las
mas frecuentes en las heces de personas asintomaticas,
aunque se han encontrado diferencias significativas en
el ndmero y formas observadas en las heces entre las
personas sintomaticas y asintomaticas.
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Los quistes se encuentran principalmente en las heces de
personas asintomaticas, la forma ameboide solamente se
ha visto en individuos sintomaticos. Todas estas variantes
morfoldgicas también se observan en los cultivos. Ademas
se ha demostrado asociacion entre la alta carga parasitaria
y la morfologia encontrada para apreciar sintomas como
diarrea, dolor abdominal, anorexia, fatiga, vomitos y
flatulencia (1, 5, 6).

La re-emergencia de la infeccion por Blastocystis sp en
humanos y su controversial rol patégeno ha despertado
el interés de definir la taxonomia del parasito, debido a
su controversial ubicacion en el phyllum Stramenophila
(7), y a los muchos organismos similares a Blastocystis
sp encontrados en una variedad de animales, incluyendo
mamiferos, aves, reptiles y en raras ocasiones, los insectos.

Apesar que Blastocystis sp ha sido aceptado como la especie
aislada de humanos, los parasitos provenientes de otros
huéspedes son reportados bajo la misma denominaciéon o
seguido el nombre de la especie de procedencia (7).

No obstante, Blastocystis sp es morfoldgica y genéticamente
un organismo polimorfico y el hecho de observar diferencia
morfoldgicas podria no significar que sea una nueva
especie. La descripcion de diferentes perfiles proteicos,
cariotipos y zimodemas combinados con otros aspectos
como condiciones de crecimiento, tipos de células y
secuencias de genes constituyen pruebas de la posible
existencia de poblaciones morfolégicamente idénticas, que
quizas estén dotadas de un potencial patogénico diferente.
Sin embargo, existen pruebas de que estos criterios no se
correlacionan entre si, y por lo tanto la especiacion en el
género Blastocystis sigue siendo controversial (7).

Actualmente, se considera que existen 9 subtipos y se ha
propuesto la eliminacion de la nomenclatura Blastocystis
hominis y reemplazarla por la de Blastocystis sp, seguida
de la indicacién del subtipo de 1 a 9 en los aislamientos
de aves y/o mamiferos (8). El subtipo 1 se asocia a varios
mamiferos y aves, el subtipo 2 esta asociado a primates
y cerdos, el subtipo 3 es el genotipo mas frecuentemente
hallado en humanos, el subtipo 4 se asocia a roedores,
el subtipo 5 esta relacionado con el ganado vacuno y con
cerdos, los subtipos 6 y 7 son frecuentemente aislados de
aves; por ultimo, los subtipos 8 y 9 estan estrechamente
vinculados con los subtipos 4 y 6, respectivamente (9).
Adicionalmente, es posible la existencia de un subtipo 10
aislado en primates (9). Otros autores sefialan la probable
existencia de diferentes especies de este género, pasando
el subtipo 3 a ser realmente B. hominis (10).

Este protozoario, constituyen un grupo de importancia dentro
de los parasitos intestinales, variando su prevalencia y
patogenicidad de acuerdo a ciertos factores propios del agente
o del hospedador, y también es considerado actualmente
un patégeno emergente o reemergente, reportandose con
frecuencia en infecciones sintomaticas o asintomaticas (11).
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Se ha demostrado que el Blastocystis sp, no invade la
mucosa del colon, pero conduce a perturbaciones en la
barrera epitelial y permeabilidad, provocando infiltracion de
células inflamatorias en la mucosa, pero no en todos los
huéspedes.

El efecto citopatico de Blastocystis sp subtipo 4 en lineas
celulares epiteliales de rata muestran que el parasito es
capaz de producir enzimas hidrolasas que inducen apoptosis
y aumento en la permeabilidad de la membrana epitelial,
independientemente que el parasito entre en contacto con la
membrana. El subtipo 1 se asocia a efectos pro-inflamatorios
entre ellos secrecion del IL-8 y el subtipo 7 con modulacion
de larespuesta humoral IgA, asi como produccion de cistein
proteasas que favorecen la supervivencia del parasito (12).

El avance en diagnéstico, en la caracterizaciéon fenotipica
y genotipica de otros protozoarios es resultado de técnicas
que requieren una Optima obtencion de estadios parasitarios,
entre ellas el cultivo y mantenimiento in vitro, que en el caso
de Blastocystis sp no se encuentran disponibles, a pesar de
que se conoce que es posible su cultivo. Esto hace dificil el
estudio de la epidemiologia molecular de la blastocitosis e
incrementa la controversia en relacion a sus caracteristicas
morfoldgicas, ciclo vital y rol como patdgeno de Blastocystis
(5,10).

Para ir mas alla de las descripciones morfolégicas o
patolégicas asociadas es necesario evaluar la utilidad de
los medios de cultivos axénicos en el mantenimiento de la
viabilidad del Blastocystis sp, debido a su labilidad y dificil
mantenimiento in vivo e in vitro (13).

Enrelacidn a Blastocystis sp, el cultivo por 72 horas en medio
Boeck-Drbohlav (MBD) revel6 el marcado polimorfismo
previamente descrito para este organismo, observandose
las formas con cuerpo central, forma granulosa, forma
ameboide, y los quistes (14).

En el medio Boeck-Drbohlav modificado (MBDM), La
axenizacion se consiguio en 21 aislados, pero Unicamente
18 lograron mantenerse viables in vitro, lo que supone un
éxito de un 47,4%. Sin embargo, hasta los momentos no
se dispone de un medio de transporte o mantenimiento
estandarizado, que garantice la viabilidad, multiplicacion y
sobrevivencia de estos protozoarios (15).

Por su parte el medio TB1 medio de cultivo libre de suero
resulto ser eficaz en el mantenimiento de trofozoitos de
Trichomonas vaginalis manteniéndolos viables por un
periodo de 7 dias (16).

El objetivo de este estudio fue evaluar la utilidad de
medios axénicos liquidos (RPMI1640) semi-sélidos (TB1)
y bifasicos (MBD, MBDM), en mantener la viabilidad del
Blastocystis sp basado en experiencias exitosas con este y
otros protozoarios, a fin de la obtencion optima de formas
parasitarias de Blastocystis sp a emplear en posteriores
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estudios, que permitan dilucidar papel patégeno, mejorar
el diagndstico microscopico, seroldgico y molecular de
pacientes con sintomatologia e identificar portadores sanos

MATERIAL Y METODOS

En el estudio se emplearon 15 aislados de Blastocystis sp
obtenidas de pacientes infectados, provenientes del Edo.
Carabobo y procesados en el Laboratorio de Helmintos
del Instituto de Biologia Molecular de Parasitos (Instituto
BioMolP). Los pacientes fueron informados de los objetivos
de la investigacion y una vez obtenido su consentimiento
escrito de participar en el estudios y dadas las instrucciones
adecuadas para la recoleccion de la muestra, las muestras
de heces fueron procesadas. Se emplearon los métodos:
directo con solucién salina isoténica (0,85% P/V), Lugol,
Baerman, Kato, ademas de la coloracién Kinyoun, a fin de
descartar la presencia de Strongyloides stercoralis y otros
helmintos, coccidios (Cyclospora sp, Crypstosporidium
parvum e Isospora bell), que puedan ocasionar
sintomatologia similar al Blasctocystis sp. Las muestras
positivas solo para Blastocystis sp, se les realiz6 un contaje
de formas parasitarias por campo, utilizando el objetivo de
40X, en diez campos consecutivos.

Aquellas muestras con 5 o mas parasitos por campo, fueron
resuspendidas en Soluciéon Salina Isoténica (SSI 0,85%
p/v) y tamizadas para eliminar detritus celulares y restos
alimenticios. Luego se resuspendié en SSI 0,85% p/v
suplementada con antibiéticos (100 ug de estreptomicina/
ml y 100 Ul de penicilina /ml de SSI) y se realizaron cuatro
lavados de 10 min a 3500 rpm, para eliminar bacterias.

Al finalizar los lavados, se resuspendié el sedimento con
SSI hasta un volumen conocido, y se realizé un contaje
diferencial por duplicado, con respecto a las morfologias
encontradas de Blastocystis sp en 20 ul de la resuspension,
empleando objetivo de 40X.

Las muestras confirmadas con Blastocystis sp fueron fijadas
con metanol para realizar la coloracion May Grinwald —
Giemsa.

Aislamiento y Concentracion de Blastocystis sp.
La separacion de las formas parasitarias, de detritos
alimenticios y el resto de las heces, se empleo el gradiente
ficol (0,5% p/v)-diatrizoato de sodio (16% p/v) (17), después
de centrifugacion a 3000 rpm por 30 minutos, los parasitos
en lainterface (anillo) se colectaron y lavaron dos veces con
solucion salina isoténica (0,85% p/v) estéril, para proceder
con el contaje de los parasitos que corresponde al tiempo
0 y serinoculados en los medios y soluciones de cultivo.

Una gota de esta suspension se coloco sobre una lamina
portaobjetos y se fijé con metanol para realizar la coloracion
May Griinwald — Giemsa, para ello se afiadieron unas gotas
de May-Grinwald a la lamina previamente fijada, se dejé
actuar durante 10 minutos, pasado este tiempo, se lavo con

tampon PBS (0,15M, pH 7,4) y se le afiadié unas gotas de
Giemsa diluida 1:5 en agua destilada, se dej6 actuar durante
20 minutos, se lavod la lamina con PBS nuevamente y se
seco a temperatura ambiente. Posteriormente, las laminas
coloreadas se observaron al microscopio con objetivo de
100X y se hizo registro fotografico en un fotomicroscopio
Nikon E600 con camara acoplada (Coolpix 995).

Preparacion de medios y soluciones de cultivo.

Solucién de Locke. Se preparé segun protocolo por Lanuza
et al. (14), para ello los componentes, cloruro sédico 1,6%,
cloruro potasico 0,04%, fosfato de sodio 0,4%, bicarbonato
sédico 0,08%, fosfato monopotéasico 0,08%, glucosa 0,5%,
cloruro calcico 0,04% vy cloruro de magnesio 0,002%,
fueron disueltos en agua destilada y ajustados a pH: 7.2
con un peachimetro orion modelo 230 Ay se esterilizaron en
autoclave a 121°C, durante 20 minutos, excepto la glucosa
que fue filtrada en Millipore 0,22 pm.

Medio bifasico Boeck-Drbohlav modificado (MBDM). La
fase liquida consistié en la solucién de Locke modificada
suplementada con suero mientras que la fase sdlida se
prepard con una ovosuspensidon en solucién de Locke
modificada 4:1 v/v emulsionada y luego coagulada en bafio
a 80°C, 30 minutos 80 en cunas de 3 a 4 cm de longitud en
tubos de vidrio de 16 x 160 mm. Los tubos se esterilizaron
en autoclave (121°C, 15 minutos) y se almacenaron a 4°C,
hasta su utilizacion (15).

Medio bifasico de Boeck-Drbohlav modificado (BDM):
La fase sdlida se preparé mezclando el huevo con sangre
humana desfibrinada, esterilizada a 80°C, y luego se
adicion6 solucion Ringer estéril comercial (14).

Medio Roswell Park Memorial Institute (RPMI-1640):
Se empled la férmula desarrollada por Moore et al. (18),
en Roswell Park Memorial Institute, de ahi el acrénimo
RPMI comercializada (SIGMA) liofilizada suplementado
con L-glutamina y bicarbonato de sodio, diluida en agua
destilada ajustada pH a 7.0 esterilizada por filtracién, se
almaceno a 4 °C hasta su uso (18).

Medio TB1: Medio Semi-Sdlido Compuesto por Tripticasa
1,5 %, extracto de carne 1,5 %, extracto de levadura 1,5
%, peptona 0,5%, higado desecado 1,5%, glucosa 0,5 % ,
hierro 300 mg, y agua destilada (16).

Inoculacién de Blastocystis en los diferentes Medios de
Cultivo.

En cada medio o soluciéon de cultivo se inoculd 1,2x10*
Blastocystis sp purificados y 100% viables, empleandose
como condicién control sin medio, solucién salina isotdnica
(NaCl 0,85% p/v). La viabilidad de los parasitos fue
evaluada mediante el test del colorante, contando 20 pl de
parasitos purificados con 10 pl de azul de tripan 0,2% p/v
en PBS (0,15 M pH 7,2) y se realiz6 contaje de parasitos al
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microscopio. Los parasitos intactos sin colorante (viables),
y los coloreados (muertos), para estimar el porcentaje de
viabilidad. Los cultivos se incubaron a 37°C en atmosfera
anaerdbica, obtenida mediante la adicion de 1 ml de Agar al
2%. Una vez adaptado el parasito a las condiciones in vitro
(13, 14).

Determinacion de la vitalidad de Blastocystis sp en
medios y soluciones. Alas 0, 24, 48 y 72 horas, se tomaron
20 ul de cada medio de cultivo, adicionandole 10 pl de azul
de tripano al 1% en PBS Yy se realiz6é contaje de parasitos
al microscopio los parasitos intactos sin colorante (viables)
y los coloreados (muertos), para estimar el porcentaje de
vitalidad.

Analisis de los resultados. Se utilizé una prueba de
normalidad para estimar la distribucion de las variables. Los
contajes promedios de las muestras antes y después del
gradiente, fueron expresados como promedio + desviacion
estandar (X+DE) y en porcentaje (%). La viabilidad como el
porcentaje promedio de parasitos que sobrevivieron a las
24, 48 y 72 horas en cada medio de cultivo, tomando el
indculo en el tiempo 0 como el 100%. La comparacion de la
viabilidad de los parasitos entre medios de cultivo se realizé
mediante una prueba T. En el analisis estadistico se empled
el programa STATISTICA versioén 8.0.

RESULTADOS

La infecciéon mixta de Blastocystis sp con otros parasitos
fue con Endolimax nana 7(7%), Entamoeba coli 4 (4%) y
Giardia lamblia 3(3%). En las muestras exclusivamente
positivas para Blastocystis sp se encontré que: 28 (65%)
eran pastosa, 11 (26%) blandas, 3(7%) duras y s6lo un 2%
era diarreica. Mientras que, las 15 muestras procesadas
para cultivo in vitro, fueron: pastosas 8 (53,3%) y blandas
7 (46,6%).

En cuanto numero y tipos morfolégicos encontrados, el
promedio de Blastocystis sp en las muestras incorporadas
al estudio fue aproximadamente 9,1x108 protozoarios por
ul, de los cuales 5, 9x10%+ 3,1x108 (65,12%) correspondian
a formas granulares y 3,1x10°+2,8 x10%(34,88%) a formas
vacuolares.

Luego de la purificacion mediante gradiente se obtuvo
1,2x10* Blastocystis sp por pl, de ellos 6,5 x10*t 4,4
x10%(59,25%) eran granulares y 4,5 x10%+ 2,2 x10* (40,74%)
vacuolares.

La coloracion de May Grinwald-Giemsa empleada en
la confirmacion de la identificacion morfologica, resultd
satisfactoria, ya que se pudo diferenciar caracteristicas
morfoldgicas del parasito, como granulaciones, nucleos a
la periferia y la vacuola central limitada por un citoplasma
escaso.

Por lo cual se propone a esta coloracion entre las adecuadas
para la observacion de Blastocystis sp (figura 1).

24 horas

Figura 1. Blastocystis sp. Tefidos con May-Grunwald-Giemsa,
formas granulares (cabeza de flecha, A-D, I) y vacuolares (E- H y
J). Barra: 10 pm.

En el cultivo in vitro de Blastocystis sp, luego de 24 horas
los contajes de viabilidad en SSI y los medios de cultivo
(Figura 2, Tabla 1) mostraron que los medios RPMI1640
y TB1 en comparacion con la SSI, solo lograron 3% mas
de viabilidad, mientras que en el MBD su capacidad de
mantener viables los parasitos fue doce veces mayor a la
SSI y aproximadamente cinco veces mas en comparacion
con el RPMI1640y el TB1.

Sin embargo, el medio MBDM resulté ser superior a todos
los medios, no sdlo fue diez veces mejor que la SSI y
ocho veces mejor al RPMI1640 y TB1, sino que casi dos
veces superior al MBD clasico, hasta las 48 horas. No
obstante, todos los medios incluidos los medios bifasicos
MBD y MBDM disminuyeron con el tiempo, su capacidad de
mantener los parasitos viables.

Cabe resaltar que las diferencias fueron estadisticamente
significativas entre TB1, MBD y MBDM en relacién a SSI, a
las 24 y 48 horas, mientras que a las 72 horas solo MBD y
MBDM. DISCUSION

Figura 2. Blastocystis sp. Mantenidos en SSI por 24 horas y
procesados con azul tripan, en A forma vacuolar viable y en B no
viable. Barra: 25um.
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Tabla 1. Blastocystis sp en solucion salina y en medios de cultivo a las 24, 48 y 72 horas de cultivo, expresados en promediotdesviacion
estandar y en porcentaje de vitalidad en comparacion con el inéculo inicial (0 horas).

Tiempo Medio de cultivo SsSi
0 horas

24 horas Promedio 479
DS 299

% de viabilidad 2
p 0,09
48 horas Promedio 260
DS 233

% de viabilidad 2
p 0,08
72 horas Promedio 183
DS 143

% de viabilidad 2

p 0,1

El cultivo axénico de protozoarios es ampliamente empleado
en el estudio de la biologia, epidemiologia, protocolos de
infectividad o de fuentes de estadios parasitarios utiles
en el desarrollo de técnicas inmunodiagndsticas. En el
presente estudio se evalud la utilidad de medios axénicos
liquidos, semi-sdlidos y bifasicos en mantener la vitalidad de
Blastocystis sp.

Inicialmente en la fase de diagndstico y seleccion de las
muestras idoneas para cultivo in vitro, se encontrd asociacion
con otros protozoarios, resultando interesante que a
pesar de ello la consistencia de las heces predominante
no fue diarreica, ya que otros autores relacionan una alta
asociacion entre Endolimax nana y Blastocystis sp, con
diarrea en nifios, cuando la infeccion se produce con una
alta carga parasitaria (19), sin embargo, los resultados
obtenidos sugieren que Blastocystis sp solo o asociado a
E. nana en el tracto gastrointestinal puede prevalecer en
gran numero, sin generar algin cambio en la consistencia
normal de las heces. En relacion a la presencia de infeccion
mixta, otros autores encontraron resultados similares a
los del presente estudio, excepto que encontraron una
asociacion menor entre Blastocystis sp y E. nana (20).

De acuerdo a los resultados obtenidos al estimar el nimero
de parasitos antes y después del gradiente, se mantiene la
relacion de formas vacuolares y granulares en los contajes
pre y post gradiente, corroborando estudios previos de
nuestro grupo de investigacion en los que se demostré que
el gradiente con Ficol-Diatrizoato no influye en la proporcion
de morfologias presentes en la muestra (21).

En cuanto al tipo de morfologia predominante, otros autores
reportan un predominio de 5 o mas formas vacuolares
por campo en pacientes sintomaticos (22), contrario a lo
observado en esta investigacion. La discrepancia con los
resultados de esta investigacion pudiera relacionarse con
la consistencia de las heces, en su mayoria pastosas, mas
que al numero de parasitos encontrados, puesto que en otra

RPMI1640 TB1 MBD MBDM
12000+1043
1067 1405 9787 11406
620 803 714 543
5 5 24 40
*0,05 *0,02 *0,001
508 827 4021 4261
443 601 785 1200
2 3 13 18
*0,03 *0,003 *0,002
334 600 2635 7188
273 540 443 4250
2 2 15 16
0,09 *0,001 *0,003

investigacion se observé en pacientes con infeccion uUnica
por Blastocystis sp y sintomas, que 68,4% presentaban 5o
mas vacuolares por campo (23).

Los detalles morfolégicos e intracelular observados en los
Blastocystis sp con la tincion de May Grinwald-Giemsa
sustenta un estudio previo (21) que demostré que este
método de coloracion puede ofrecer una alternativa a otras
coloracién la observacion de Blastocystis sp (figura 1), por
de simple ejecucion y requerir menos grupos cromogenos
en su preparacion. Contrario a otros estudios enfatizan la
necesidad de usar al menos cinco tipos de tinciones para
diferenciar entre distintos morfologias de Blastocystis sp. y
concluyendo que los mejores colorantes para identificarlo
serian: Azul metileno- safranina y la de Zielhl - Neelsen
modificada (24).

El cultivo in vitro de Blastocystis sp es considerado un método
que aumenta la sensibilidad de la deteccién en relacién al
método directo, rutinariamente aplicado en la mayoria de
los laboratorios (24). No obstante, de los medios de cultivo
empleados en el presente estudio, solo dos mostraron
utilidad en mantener la viabilidad de Blastocystis sp hasta
72 horas, en condiciones de microaerofilia, sugiriendo
que pueden ser empleados en estudios posteriores
(epidemiologia molecular, caracterizaciéon de antigenos
para inmunodiagnostico o estudios de la biologia y pruebas
con farmacos).

Es importante resaltar que en todos los experimentos
fueron realizados sin remplazar medio, para evitar que la
que las distintas consistencias de estos pudiesen producir
variaciones en los contajes de los parasitos, lo cual podria
haber contribuido a la disminucién de la vitalidad a medida
que transcurria el tiempo en cultivo, debido a agotamiento
de los nutrientes en el medio. De igual forma, el empleo de
una capa de agar para disminuir la tension de oxigeno en
el medio, no constituye un sistema de anaerobiosis estricta,
que también pudiera haber afectado la supervivencia de los
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parasitos, de metabolismo anaerobio conocido(15). Quizas
debido a ello, el medio MBDM resulto medianamente eficaz
para mantener la viabilidad, pero no hubo multiplicacién del
parasito como se reporta en otros estudios, que establecen
que los medios de cultivo idéneos para este parasito es el
medio bifasico de Boeck- Drbohlav, inicialmente descrito
para Entamoeba histolytica, proporcionaba un adecuado
crecimiento para Blastocystis sp. Ademas, observaron
mejores resultados en medios pre-reducidos durante 48
horas, con una fase liquida constituida por solucién de
Locke y suero inactivado (bovino, caballo, conejo o humano)
al 30% e incubados a 37°C en atmdsfera anaerobia (15).

Otros autores sefialan que la incubacion de Blastocystis
sp a 37 °C en medios anaerobios pre-reducidos brinda un
crecimiento 6ptimo del organismo aislado de humanos, para
aumentar la sensibilidad del diagndstico, pero no reportan
tiempos de mantenimiento en cultivo, % de vitalidad ni de
multiplicacion del parasito (16,25).

Ademas de los medios de cultivo de Boeck y Drbohlav
habitualmente usados, se han desarrollado con éxito el
Iscove modificado y Dulbecco suplementado con suero
equino al 10% (2, 14 ,15), no obstante, la mayoria de estos
ensayos se han desarrollado en cultivos de Blastocystis
sp establecidos, no con parasitos provenientes de heces
humanas por individual ni midiendo la capacidad de
multiplicacion o mantenimiento de los medios.

En relacion al medio TB1, considerado como un medio de
mantenimiento ideal para Trichomonas vaginalis puesto que
alcanzé una tasa de crecimiento con niveles maximos de
crecimiento a las 48 y 72 horas, después de la inoculacion.
Este medio podria utilizarse eficazmente en el aislamiento y
mantenimiento del cultivo in vitro de T. vaginalis, pero resultd
poco eficiente para el mantenimiento de Blastocystis sp (16,25).

Igualmente resulta contradictorio que un medio altamente
enriquecido y ampliamente utilizado en el mantenimiento en
cultivo de linfocitos, como el RPMI1640 (26) y de alto costo,
mostré ser similar a la SSI para conservar la viabilidad del
Blastocystis sp.

A pesar de que no se logré la multiplicacion en cultivo,
los resultados obtenidos con los medios ensayados
demuestran que estos son capaces de mantener mayor
numero de parasitos viables en comparaciéon con la SSI,
por lo que representa una alternativa para el transporte y
mantenimiento de los Blastocystis dentro de las 24 horas, y
representan una primera aproximacion a la estandarizacion
del cultivo in vitro, puesto que optimizando el reemplazo de
nutrientes y tension de oxigeno, podrian aumentar el tiempo
de viabilidad y favorecer la multiplicacion.

En conclusion, los medios bifdsicos MBD y MBDM
constituyen los mas adecuados para el mantenimiento de
transporte de Blastocystis sp proveniente de muestras de
heces de pacientes infectados.
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