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RESUMEN

Es importante definir criterios diagndsticos que
permitan dilucidar el papel patégeno de Blastocystis
sp. Se evalué morfologia y se estimé el didmetro de
las formas, nimero de pardasitos por campo y por
gramo de heces y los anticuerpos IgM e IgG anti-
Blastocystis sp. mediante ELISA, en sujetos con
sintomatologia general y portadores sanos. Se
encontr6 77% de muestras positivas para
Blasctocystis sp, 52% provenientes de pacientes
con sintomas como flatulencia 6 (24%), dolor
abdominal 5 (20%), nauseas 2 (8%), diarrea 6 (24%)
y estrefiimiento 6 (24%). Los rangos de parasitos
por campo mas frecuente en sintomaticos fueron 0-3
(74%) y 10-12 (26%), mientras que 100% de los
pacientes asintomaticos presentaron Blastocystis
sp. en el rango 0-3. Los pacientes asintomaticos
presentaron menor nimero de parasitos por gramo
de heces, en el rango de 0-3 y el rango 7-10 con
altas cargas parasitarias solo fue observado en
sintomaticos. Se encontré menor cantidad de formas
granulares en ambos grupos, en el rango 0-3 en
sintoméaticos: 85% vacuolares y 15% granulares;
76%  vacuolares 'y 24% granulares, en
asintomaticos. En el rango 10-12, 98% vacuolares y
2% de granulares, en sintomaticos. El diametro
promedio de las formas vacuolares fue 11,942 um
en los pacientes sintomaticos y 7,9+3,7 pm en
asintomaticos. En los granulares fue 9,3+2,3 um en
sintomaticos y 8,2+0,1 um en asintomaticos.

Observandose diferencias significativas entre las
formas vacuolares de ambos grupos (P=0,000026),
pero no en los granulares (P=0,346). El 3,5% de los
pacientes sintomaticos presentaron anticuerpos IgG
anti-Blastocystis sp. El estudio morfoldgico
empleado contribuyé en la optimizacion del
diagndstico, mientras que las técnicas
inmunoenzimaticas resultaron de baja sensibilidad.

Palabras clave: Blastocystis sp, morfologia,
morfometria, ELISA.

ABSTRACT

Morphology and response of IgM and IgG anti-
Blastocystis sp. in patients with gastrointestinal
symptoms.

It is important to define diagnostic criteria to
elucidate the pathogenic role of Blastocystis sp.
Morphology was assessed and diameter of the
shapes, number of parasites per field and per gram
of faeces and Blastocystis sp. IgM and I1gG
antibodies was estimated by ELISA in subjects with
constitutional symptoms and healthy carriers.
Seventy percent Blasctocystis sp positive samples
were found, 52% from patients with symptoms such
as flatulence 6 (24%), abdominal pain 5 (20 %),
nausea 2 (8%), diarrhea 6 (24%) and constipation 6
(24%). Ranges of parasites per field found more
frequently in symptomatic patients were 0-3 (74%)
and 10-12 (26%), while 100% of asymptomatic
patients had Blastocystis sp. in the range 0-3.
Asymptomatic patients showed lower number of
parasites per gram feces in the range of 0-3 and the
7-10 range with high parasitic load was only
observed in symptomatic. Less granular forms in
both groups was found, in the range 0-3 in
symptomatic patients: 85% vacuolar and 15%
granular; 76% vacuolar and 24% granular in
asymptomatics. In the range 10-12, 98% vacuolar
and 2% granular in symptomatic patients. The
average diameter of the vacuolar forms was 11.9 + 2
pm in symptomatic patients and 7.9 £ 3.7 pm in
asymptomatics . In the granular form was 9.3 = 2.3
UM in symptomatic and 82 + 0.1 pum in
asymptomatics. Significant difference was found
among vacuolar forms of both groups (P=
0.000026), but not in the granular form (P= 0.346).
Only 3.5 % of symptomatic patients had IgG
antibodies to Blastocystis sp. The morphological
study employed contributed to the diagnosis
optimization while immunoenzymatic techniques
were of low sensitivity.

Key words: Blastocystis sp., morphology,
morphometry, ELISA.
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INTRODUCCION

El protozoario polimérfico Blastocystis sp., se
ubica dentro del grupo de pardsitos
considerados emergentes 0 re-emergentes. Su
ubicacién taxondmica dificil de de definir hasta
ahora, lo ubica como el Unico parasito humano
del Reino Cromista (1). Es el agente causal de
la Blastocistosis o0 enfermedad de Zierdt-
Garavelli, infeccion cosmopolita de prevalencia
creciente, descrita en el humano y otros
vertebrados (2-4).

El parasito presenta una prevalencia del 50%
en paises en vias de desarrollo, asociada a las
condiciones climaticas e higiénicas- sanitarias
(5-7). En Venezuela este protozoario se ha
ubicado como el parasito de mayor prevalencia,
la cual corresponde al 60% de la poblacién en
general (8), mientras que en regiones del
estado Bolivar la prevalencia alcanza cifras de
76,2% (9). En cuanto a su relacion con
sintomatologia, este parasito es encontrado en
61,6% de los pacientes sintomaticos y 41,6%
de los asintomaticos, con una incidencia mayor
en el grupo etario comprendido entre los 19 y
30 afios de edad (10).

A pesar de la alta prevalencia de este parasito,
no existen criterios que lo ubiquen como un
patégeno intestinal, ya que algunos autores lo
consideran como un comensal, por tal razén se
ha intentado definir algunos criterios para
orientar su ubicacidbn como agente patdgeno,
estos son: (a) Numerosas formas parasitarias
en muestras fecales (11), (b) Presencia de
formas vacuolares grandes en las heces del
paciente (12), (c) Ausencia de otras causas
(funcionales, otros parasitos, bacterianas,
micGticas y virales) y (d) Desaparicién de los
sintomas después del tratamiento
antiparasitario especifico.

De igual manera, la ubicacién taxonémica de
este parasito ha sido un tema controversial; en
1911 Alexieff lo denominé Blastocystis
enterocola, luego Brumpt en 1912 le dio el

nombre de Blastocystis hominis y lo describe
como una levadura no patégena,
posteriormente en estudios realizados por
Zierdt (1967) sobre la morfologia y fisiologia del
parésito fue clasificado como un protozoario
perteneciente al Phylum Sarcomastigophora,
Orden Amoebida. Luego en 1988, Zierdt
basandose en las caracteristicas del parasito,
lo clasific6 en el Reino Protista, Subreino
Protozoo, Phylum Sarcomastigophora, Sub-
phylum Sarcodina, Superclase Rhizopoda, Sub-
clase Gymnamoeba, Orden Amoebida y crea
un nuevo sub-orden Blastocystina. Finalmente,
estudios mas recientes de andlisis filogenético
del ARN ribosomal del microorganismo,
concluyen que debe ser incluido con los
Stramenopiles, un complejo grupo que incluye
las algas marrones, diatomeas y otros protistas
uni y multicelulares (13,14).

En cuanto al mecanismo de transmision de la
Blastocistosis, se ha sugerido que ocurre de
hombre a hombre a través del agua de bebida,
frutas y hortalizas contaminadas con
excrementos lo cual corresponde a una via de
transmision fecal-oral, también se plantea la
transmision oral-genital u oral-anal (7).

La identificacién de este microorganismo a nivel
de laboratorio clinico se realiza a través de una
preparacion hiumeda con Salina y Lugol y esta
corresponde a la técnica de mayor sensibilidad
en el diagndstico e identificacion del parasito
(15). A pesar de que en la literatura se
describen hasta seis morfologias del parasito,
las formas més relevantes observadas con
estas técnicas corresponden a la forma
vacuolar, granular, ameboide y quistica (16).

La forma vacuolar es observada hasta en un
98% de los casos, en heces frescas y
constituye la principal forma diagnostica
(16,17); sin embargo, otras técnicas tales como
coloraciones de Giemsa, Hematoxilina -
eosina, tincién con Wrigth y tincién tricromica
permiten realizar una evaluacién mas detallada
del parasito y hacer un diagnéstico mas
confiable (15).
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El papel de Blastocystis sp. como patégeno es
controversial, debido a que muchos de los
pacientes a los cuales se les determina la
existencia de éste protozoario presentan
sintomatologia que se caracteriza por
manifestaciones gastrointestinales y generales,
todas inespecificas, las cuales parecen estar
asociadas a los siguientes factores: (a) Numero
de parésitos, (b) Inmunosupresion y pacientes
inmunocomprometidos, (c) Relacion con otras
enfermedades, entre las cuales se han descrito
diarrea, dolor abdominal, malestar o molestias
intestinales, nauseas, inflamacién y flatulencia
excesiva, colico, estrefiimiento, mareos,
pérdida de peso, prurito perianal, tenesmo,
vértigo y anorexia, fiebre, esteatorrea vy
leucocitos en heces, hepatoesplenomegalia (en
casos severos y con complicaciones de otra
indole), rash cutaneo y colitis, entre otros (18).
Adicionalmente, el parasito se ha aislado de
pacientes que padecen de sindrome diarreico,
artritis reactiva y manifestaciones alérgicas.
Sin embargo, otros pacientes no presentan
sintomatologia alguna. Por esta razén adn
existe la incertidumbre de considerar a este
microorganismo como un patégeno
gastrointestinal (3)

El comportamiento oportunista de Blastocystis
sp. es palpable en pacientes con compromiso
del sistema inmune, en los cuales la emision de
formas parasitarias a traves de las heces es
mayor y la sintomatologia intestinal y
extraintestinal es grave. No obstante, también
en pacientes inmunocompetentes se han
encontrado infecciones sintométicas con gran
emision de formas parasitarias. Por tal razén,
algunos investigadores sugieren que pudieran
existir distintas variantes del parasito que
determinan la patogenicidad (19), posiblemente
asociadas a enzimas producidas por el parasito
(20).

Los hallazgos anteriores evidencian la
necesidad de caracterizar morfologicamente
aislados de Blastocystis sp. en pacientes con

sintomatologia y portadores sanos, a fin de
optimizar el diagnoéstico de rutina por técnicas
coproparasitolégicas de facil ejecucién en
funcion del comportamiento patogénico o
comensal del parasito, identificando vy
cuantificando las morfologias predominantes en
cada grupo de pacientes. Asi como el empleo
de formas parasitarias aisladas de pacientes
sintométicos y asintométicos como fuente de
antigenos que permitan establecer una relaciéon
entre criterios morfolégicos y respuesta
seroldgica, informacion de utilidad en el
desarrollo futuro de técnicas serolégicas que
permitan discriminar los aislados patégenos de
Blastocystis sp. de los que no lo son. EIl
objetivo fue evaluar la morfologia y serologia de
Blastocystis sp. aislado de pacientes
sintomaticos y asintomaticos.

MATERIALES Y METODOS

Identificacion, aislamiento y concentracion
de Blastocystis sp. A los pacientes
seleccionados para el estudio se les informé de
los objetivos de la investigacién a fin de que
manifestaran por escrito su conformidad de
participar en el estudio, lo cual hicieron por
escrito en un formato de consentimiento
informado, como dictan las pautas bioéticas.Se
aplicaron las técnicas parasitolégicas, Salina,
Lugol, Kato, Baerman y Kinyoun para el
descarte de huevos, larvas y coccidios,
respectivamente en heces y simultaneamente
se les hizo a los pacientes una puncion venosa
para extraer suero destinado a la diagnéstico
seroldgico de Blastocystis sp. mediante ELISA.

Las muestras de heces positivas Unicamente
para Blastocystis sp. se les realiz6 un contaje
de formas parasitarias por campo, utilizando el
objetivo de 40 X. La muestra se pesd y se
eliminaron los detritus celulares por tamizaje a
través de gasa, seguido de resuspension en
Solucion Salina Isoténica (SSI 0,85% p/v), y se
realizaron tres lavados de 10 min a 3500 rpm y
dos lavados con SSI con antibiéticos (100 pg
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de estreptomicina/mL y 100 Ul de penicilina
/mL de SSI) para la eliminacién de bacterias.

Al finalizar los lavados, el sedimento se
resuspendié con SSI y se le realizaron contajes
diferenciales con respecto a las morfologias de
Blastocystis sp. encontradas en 20 pL de la
resuspension, empleando objetivo de 40X, para
establecer una relacion del numero de
pardsitos con el volumen conocido, y con el
peso de la muestra de heces. Otra gota de la
suspension se empled para medir el didmetro
de las distintas morfologias del parasito,
empleando un micrémetro ocular.

Con la finalidad de purificar los Blastocystis sp.,
la suspension total de las heces, se coloc6 en
tubos coénicos con ficol (0,5% p/v)-diatrizoato
de sodio (16% p/v), a partes iguales y se
centrifugd por 30 minutos a 4°C a 3000 rpm. El
contenido de los anillos formados en la
interfase de los liquidos, se les realiz6 dos
lavados con SSI de 10 minutos a 1500 rpm.
Una gota de esta suspension se colocé sobre
una lamina portaobjetos y se fij6 con metanol
para realizar la coloracibn May Grinwald-
Giemsa aplicando ciertas modificaciones (21).
Para ello, se afiadieron unas gotas de May-
Grunwald Eosina al 1% a la ldmina previamente
fijadapor 20 minutos y Giemsa diluida 1:5 en
agua destilada por 20 minutos.

Respuesta seroldgica anti-Blastocystis sp.
Esta se hizo empleando homogenatos crudos
de Blastocytis sp. purificados mediante
gradiente de ficol-diatrizoato de heces de
pacientes infectados. Para la preparacion de
los antigenos 1x10° parasitos  fueron
homogenizados en un homogenizador de teflon
con 100 yL de agua (4 h en bafo frio), hasta
mas de 90% de lisis, la fraccion soluble se
separé por centrifugacion a 14.000 rpm por 2 h
a 4 °C (20). Al sobrenadante con la fraccion
soluble o antigeno soluble de Blastocystis sp.
(ASB), se le determiné la concentracion de
proteinas (22) y se sensibilizaron placas de
ELISA con 20 ug de proteinas por pozo por 12
horas a temperatura ambiente. Seguido de

lavados con PBS y adicién de 50 pyL de los
sueros de pacientes y controles sanos e
incubacién por 1 hora a 37°C. Luego, se agrego
el anticuerpo secundario, IgM o IgG anti-
humana conjugada a peroxidasa por 1 hora a
37°C y ocurrida la reaccién de peroxidacién, se
adicion6 peroxido mas orto-fenil endiamina
diluida en tampén fosfato citrato pH 5. La
reaccion colorimétrica fue leida en un lector
multiscan a 405 nm.

Andlisis de los datos. La proporcion de
pacientes  sintomaticos y  asintomaticos
evaluados en el estudio y los signos y sintomas
predominantes en cada grupo se expresaron en
porcentaje. Los Blastocystis sp. en las
muestras de heces se expresaron como el
promedio * la desviacion estandar de parasitos
por gramo de heces. La semi-cuantificacién del
namero de parasitos por campo en rangos de
0-1/0-3, 1-2/1-3 y 2-3/4-5, detallados al
microscopio con objetivo de 40X. El recuento
diferencial de formas vacuolares y granulares
se expresd como el promedio del porcentaje, y
el promedio del didmetro en micrémetros (um).
La comparacion de las morfologias vy
morfometrias en el grupo de pacientes con
sintomatologia, en relacién a los portadores
sanos se hizo empleando la prueba T de
Student, considerandose una P=0,05 como
estadisticamente significativa. Los resultados
de la respuesta de anticuerpos IgM e IgG se
expresaron en porcentaje de sueros positivos,
obtenidos a partir del punto de corte calculado
a partir del promedio + 2x desviacion estandar
en sueros positivos.

RESULTADOS

Inicialmente fueron analizadas 119 muestras,
de las cuales el 77% fueron positivas
unicamente para Blastocystis sp y de éstas se
emplearon 48 adecuadas en cantidad para el
contaje. Las muestras positivas provenientes
de pacientes sintomaticos fueron 25 (52%).
Entre los sintomas estuvieron: flatulencia 6
(24%), estrefiimiento 6 (24%), diarrea 6 (24%),
dolor abdominal 5 (20%) y nauseas 2 (8 %).
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Dos de los pacientes presentaron dolor de
cabeza asociado con otros sintomas, entre
ellos flatulencia y diarrea. En cuanto a la
consistencia de las heces, en los pacientes
sintométicos se presentaron 12% de heces
blandas, mientras que en los pacientes
asintomaticos fueron blandas el 4,3%. Lo
anterior refleja una tendencia a una relacion
entre consistencia de las heces y presencia del
parasito.

Al estimar el nUmero de parasitos por campo se
encontr6 que los rangos mas frecuentes en
pacientes sintomaticos fueron los rangos 0-5
(74%) y 6-12 (26%). Mientras que en los
asintomaticos el 100% de los parasitos se
encontré en un rango de 0-3. Al relacionar la
carga parasitaria con el numero de parasitos
por campo, se observé que en el rango de 0-3
el nimero de parasitos por gramo de heces fue
514142 + 260870 en sintomaticos, y 192922 +
115826 en asintomaticos, lo que corresponde a
un numero de 2,7 veces mas parasitos en
sintomaticos con respecto a asintomaticos.
Mientras que el rango 6-12 parasitos por campo
solo se observé en pacientes sintomaticos y
correspondié a 839618 + 418228 parasitos por
gramo de heces y corresponde a 4,4 mas carga
parasitaria en comparacion con la carga en el
rango 0-3 de pacientes asintomaticos (Tabla 1).

Tabla 1. Numero de Blastocystis sp. por campo y
gramos de heces en pacientes sintomaticos y
asintomaticos

FEIESIES Parasitos / g Pacientes
/ campo
0-3 514142 + 260870 sintomaticos
192922 + 115826 asintomaticos
6-12 839618 + 418228 sintomaticos

En la identificacion de las morfologias de
Blastocystis sp. en heces, se observd una
menor cantidad de formas granulares en
relaciébn con las vacuolares, en ambos grupos

de pacientes donde los rangos 0-5 mostraron
un promedio de 421596 (82%) de formas
vacuolares y 92546 (18%) de formas
granulares en los pacientes sintomaticos. En el
mismo rango, los pacientes asintomaticos
presentaron 146621 (76%) de formas
vacuolares y 16792 (24%) formas granulares.
Esto demuestra que en los pacientes
asintomaticos y sintomaticos existe similitud en
cuanto al predominio de las formas vacuolares.
En el rango 6-12, presentes soOlo en
sintométicos, se observo de manera similar, un
predominio de vacuolares, 822826 (98%) de
vacuolares y 16792 (2%) de formas granulares
(Tabla 2).

En el presente trabajo se encontré6 un
predominio de formas vacuolares en pacientes
con sintomas y sin  sintomas, pero
interesantemente, en los pacientes
sintomaticos en el rango 10-12, se observo la
forma vacuolar casi exclusivamente.

Morfometria. ElI didmetro promedio de los
Blastocystis sp. de las formas vacuolares fue
11,9 £ 2 uym en los pacientes sintomaticos y 7,9
+ 3,7 ym en asintomaticos. Mientras que en las
formas granulares fue de 9,3 £ 2,3 ym en
sintomaticos y 8,2 + 0,1 ym en asintomaticos
(Tabla 2). Observandose diferencias
estadisticamente significativas entre las formas
vacuolares de ambos grupos (P=0,000026),
pero no en los granulares (P=0,346).

Tabla 2. Morfologia y morfometria de Blastocystis
Sp. en pacientes sintomaticos y asintomaticos.

Pacientes Blastocystis sp. x X = DE (pm)**
C (%)* vacuolares /
granulares

vacuolares granulares
Sintomaticos
0-5xC 82 18
6-12xC 98 2

11,9+2/93+2,3

Asintomaticos
0-5xC 76 24 79+3,7/82+0,1
Blastocystis sp. x C (%)*= nimero de parasitos por campo
y porcentaje de formas.
X £ DE (um)**= diametro de las formas vacuolares y
granulares expresadas por promedio = DE en pm.
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Serologia. En el estudio serolégico se
emplearon 35 pacientes con sintomatologia
intestinal, de los cuales 21 (60%) resultaron
positivos para IgM, y solo 6 (17,1%) para IgG.
Mientras que los pacientes sin sintomatologia
no presentaron titulos de anticuerpos por
encima del punto de corte, establecido en 0,196
(IgM) y en 0,100 (IgG).

DISCUSION

Previamente se ha demostrado la relacion entre
la presencia de Blastocystis sp. y
sintomatologia gastrointestinal, asi como del
predominio de sintomas como flatulencia, dolor
abdominal y diarrea (16).

Al analizar los resultados obtenidos en los
contaje por campo y por heces, se encontr
tendencia a la concordancia entre el reporte de
pardsito por campo y la carga parasitaria del
paciente, por tanto es recomendable que de
forma rutinaria se reporte tal valor,
corroborando lo encontrado por otros autores,
gue sefalan que existe relacién entre la
presencia de cinco B. hominis por campo y
sintomatologia intestinal, por lo que concluyen
gue no es necesario grandes cantidades del
protozoario para ocasionar sintomatologia, pero
si para que esta sea més severa se (9-11). Sin
embargo, los valores deben ser analizados en
forma cuidadosa, porque se observé que en los
pacientes asintomaticos también existe una
carga parasitaria alta en el rango de 0-3,
aunque menor a la de los pacientes
sintomaticos, lo que pudiera indicar que el
namero de parasitos podria no ser predictivo
del desarrollo de sintomas en los pacientes en
ese rango, como se ha demostrado
previamente, ya que pacientes con baja carga
parasitaria  pueden  presentar  sintomas
gastrointestinales, lo que indica que la
presencia de infecciones leves no excluye la
posibilidad de presentar sintomatologia (14) y
gue podria relacionarse a otros factores
independientes del nimero de parasitos, como
son el tipo de morfologia o la capacidad del
parasito para producir sintomatologia (16).

Resulta interesante que el rango 10-12 solo se
observé en los pacientes sintomaticos, lo que
pudiera indicar que a medida que aumenta la
carga parasitaria se evidencia una relacion
directa entre los contajes por campo y la carga
parasitaria.

Desde un punto de vista practico, en la rutina
del laboratorio clinico, la aparente concordancia
entre el contaje por campo y la carga
parasitaria por gramo de heces es un aporte
importante, puesto que los contajes por campo
y por gramo de heces mas altos, no fueron
observados en sujetos sin sintomatologia y
podrian tener utilidad como criterio de
patogenicidad de éste protozoario tan
controversial.

Tal como ha sido reportado previamente por
otros autores, que consideran que la presencia
de formas vacuolares se encuentra siempre
asociado a sintomatologia (1).

En relacién a morfologias de Blastocystis sp. en
las heces existen opiniones encontradas,
recientemente se demostré que las formas
ameboides aisladas de heces de pacientes
sintomaticos mantenidas en cultivo poseen
capacidad de multiplicacion y signos de
actividad metabdlica, por lo que los autores
proponen que esta morfologia debe ser
considerada como un indicativo de
patogenicidad (7,16), en especial si se
presentan cinco 0 mas parasitos por campo, en
ausencia de otro patégeno que pueda ser
responsable de las manifestaciones clinicas
(16, 18, 19).

Resultados en relacion al tamafio del diametro,
corroboran uno de los criterios de
patogenicidad de Blastocystis sp. referente a
que los pacientes asintomaticos presentan
formas vacuolares de aproximadamente 10 ym
(23).

Se demostrd una alta respuesta de anticuerpos
anti-lgM y escasa respuesta anti-lgG sérica, en
pacientes diagnosticados positivos mediante
coprologia (24). En contraste, a lo encontrado



Salus online

17- 3 Diciembre 2013

Morfologia y serologia de Blastocystissp  p. 25

en el presente estudio, en otro estudio (25)
donde fueron evaluados pacientes positivos
para Blastocystis sp., los pacientes sin
sintomatologia se observd ausencia de
respuesta humoral (IgA, IgM e 1gG), sin
embargo, 86% de los pacientes sintométicos
presentaron anticuerpos IgG altos.

Se concluye, que el estudio de las morfologias,
la cuantificacion diferencial de formas por
campo y la cuantificacion del namero de
parasitos por campo en las heces en sujetos
con y sin sintomatologia, en ausencia de otros
agentes  patdgenos contribuye en la
optimizacion del protocolo de trabajo para el
diagnéstico de Blastocystis sp. empleando las
técnicas coproparasitologicas rutinarias de
diagnéstico directo. Mientras que, las técnicas
seroldgicas inmuno-enzimaticas resultan ser
menos sensibles que las técnicas
coproparasitologicas.
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