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RESUMEN

Introduccion: Blastocystis spp. es un parasito cromista
anaerobio, cosmopolita y eucarionte del tracto gastrointes-
tinal de humanos y otras especies. Es el parasito reportado
con mayor frecuencia en los examenes coproparasitosco-
picos (0.8 a 61.8%). Su papel patégeno atn se discute. El
tratamiento incluye antiparasitarios como metronidazol
0 nitazoxanida. Existen pocos reportes acerca de la sen-
sibilidad de Blastocystis spp. a metronidazol. Objetivo:
Estandarizar un sistema in vitro para evaluar sensibilidad
a antiparasitarios para Blastocystis spp. utilizando el medio
suero salino de Barret. Material y métodos: Se utilizaron
30 aislamientos de pacientes pediatricos, inoculados en
el medio de cultivo suero salino de Barret, y se utilizaron
las siguientes concentraciones de metronidazol: 0, 125,
500, 1,250 y 2,500 pg/mL. El desarrollo parasitario se
determiné mediante conteo de las células viables en el
hemacitémetro. La viabilidad se evalué por exclusion del
colorante eosina al 1%, y se realizaron lecturas a 24, 48
y 72 horas. Resultados: El desarrollo de Blastocystis spp.
fue menor para las tres concentraciones de metronidazol
con respecto al control negativo; el menor desarrollo se
observo en el control positivo a las 24, 48 y 72 horas (p <
0.0001). Conclusiones: La metodologia propuesta permiti6
evaluar la sensibilidad a metronidazol de Blastocystis spp.,
la CIM fue 125 pg/mL.

ABSTRACT

Introduction: Blastocystis spp., is an anaerobic,
cosmopolitan eukariotic, chromist parasite of the human
gut and other species. It is the most frequently reported
parasite in coproparasite testing (0.8 to 61.8%). Its
pathogenic role it’s still being discussed. The treatment
includes antiparasitic drugs such as metronidazol or
nitazoxanide. There are few reports about Blastocystis spp.
susceptibility aganist metronidazol. Objective: Standarize
an in vitro system for evaluating Blastocystis susceptibility
aganist antiparasitic drugs, using Barret’s saline-serum
culture medium. Material and methods: 30 samples were
inoculated in Barret’s saline-serum culture medium, using
the following concentrations: 0, 125, 500, 1,250 and 2,500
ug/mL. The parasitic development was determined through
viable cell count, in a hemocytometer. The viability was
evaluated through exclusion using the colorant eosine
1%, doing lectures at 24, 48 and 72 hours. Results: The
development of Blastocystis spp. it was lower for the
three concentrations of metronidazole, with respect to the
negative control; the least development was observed in
the positive control at 24, 48 and 72 hours (p < 0.0001).
Conclusions: The proposed methodology allowed us to
evaluate the susceptibility of Blastocystis spp. aganist
metronidazol, MIC was 125 ug/mL.

INTRODUCCION

lastocystis hominis es un parasito anaero-
bio, cosmopolita, eucarionte, que habita en
el tracto gastrointestinal de los humanos y otras
especies y posee un alto grado de transmisién
zoondtica.'3 Se encuentra distribuido amplia-
mente en todo el mundo y actualmente es el

organismo reportados con mayor frecuencia
en los exdmenes coproparasitoscépicos (0.8
a 61.8%).4°

Este microorganismo eucarionte anaerobio
fue descrito y clasificado por primera vez por
Alexeieff (1911), quien le dio el nombre de
Blastocystis enterocola y fue descrito como una
levadura (ascomycete) al presentar estructuras

Rev Mex Patol Clin Med Lab 2019; 66 (3): 132-138

www.medigraphic.com/patologiaclinica



Villafafia-Becerra D et al. Sensibilidad de antiparasitarios Blastocystis spp

que lo asemejaban a este grupo de hongos.” La especie
hominis fue sugerida por Emile Brumpt en ese mismo
ano.!

En 1991, Zierdt y colaboradores reclasificaron al
parasito en el reino protista a partir de sus caracteristicas
morfolégicas.> Para 1993, Boreham y Stenzel comple-
mentaron los estudios taxonémicos basados en la mor-
fologia con los de tipo molecular. Utilizando el gen de
la subunidad pequena del RNA ribosomal (18SS-rRNA)
se comprobé que no se trata de un hongo y se encontré
mas relacionado filogenéticamente con el grupo de los
Stramenopila o Heterokonta (reino Chromista), taxon que
incluye a las algas pardas.

En 2009, Irikov y colaboradores propusieron colocar
a este organismo en un sexto reino, llamado Chromista,
incluido en el stper grupo Chromalveolata, que como
caracteristica tienen la ausencia de flagelos, ser anaero-
bios, poseer mitocondrias (pero carecer de las enzimas
que llevan a cabo la respiracién aerdbica) y presentar dos
0 més nucleos.? Hasta hace poco, la taxonomia para las
especies de Blastocystis se habfa basado en el hospedero
del que se aislaba (B. hominis de humanos, B. ratti de
ratas, etc.), pero gracias a estudios filogenéticos se ha
logrado documentar la ausencia de especificidad de hos-
pedero para Blastocystis ademas de ser morfolégicamente
iguales entre sf, y por lo tanto, se ha propuesto nombrarlo
Blastocystis spp.'??

Epidemiologia

Blastocystis spp. es un pardsito ubicuo y su prevalencia
varfa entre regiones y paises, debido a la amplia distri-
bucién geogréfica que tiene; puede estar presente en
pafses desarrollados econémicamente como en vias de
desarrollo.

Las frecuencias de infeccion dependen de las con-
diciones socioeconémicas de los grupos en los cuales
se realiza el estudio. Se han reportado prevalencias de
6.9% en el Reino Unido, en Tailandia de 4-60%, en
Indonesia de 34.4%, en Espana de 7.03% y en Turquia
de 0.5-15.24%. Actualmente, Blastocystis spp. es consi-
derado como un parésito emergente. En México, se han
reportado frecuencias que van de 2.0 a 41.7%. En nifios
la mayor frecuencia de infeccién por parasitos intestinales
estd encabezada por Blastocystis spp., pues se encuentra
tanto en nifnos sanos como en pacientes con manifesta-
ciones gastrointestinales.'°

Las condiciones socioeconémicas, el compromiso
inmunolégico, la migracion, la calidad del agua pota-
ble y del agua para beber, la exposicién a alimentos
contaminados y la higiene personal deficiente son los
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principales factores de riesgo asociados con la infeccién
por Blastocystis spp.*

Variacion genética

Presenta una amplia diversidad genética,> debido a esto
y a la falta de capacidad para distinguir morfolégica-
mente a las diferentes especies del parasito, se sugiere
clasificar a Blastocystis spp. en subtipos (ST). Esto se ha
logrado gracias a técnicas como la reaccion en cadena
de polimerasa (PCR) y sus variantes."” También se han
evaluado las SSU-rRNAs (subunidades pequenas ribo-
somales). Estas regiones variables y conservadas en 18
SSU-rRNAs constituyen la base para la identificacion de
relaciones filogenéticas entre las especies y se encuentran
correlacionadas con los subtipos y, gracias a esto, se ha
reportado la existencia de 17 subtipos en la actualidad.®

La diversidad de hospederos en que se puede encon-
trar es: mamiferos (jabalies, cerdos, roedores, caballos,
humanos), aves, reptiles, anfibios, peces, insectos, etc. y
tienen la capacidad de poder cambiar de un hospedero
aotro.®

De los 17 subtipos que se han registrado hasta ahora,
los ST 1-9 infectan humanos. ST1 y ST8 colonizan a hu-
manos principalmente, ST9 s6lo se encuentra en humanos
y los ST10-17 estan presentes en otros hospederos no
humanos.'?

Morfologia

Blastocystis spp. presenta seis fases: vacuolar, multivacuo-
lar, avacuolar, granular, ameboide y quistica.""3

Fase vacuolar. Esta forma de Blastocystis spp. es la que
se encuentra mas frecuentemente en heces de individuos
infectados. Es esférica y contiene un cuerpo central, que
es una vacuola grande que ocupa aproximadamente
90% de la célula, asi como posee una pared delgada que
limita al citoplasma. El nicleo se encuentra distribuido
en la periferia del citoplasma; ademds esta forma puede
presentar hasta siete nicleos.?13

Fase granular. Tiene una estructura similar a la for-
ma vacuolar, pero con granulos contenidos dentro del
citoplasma y situados al centro en la vacuola central. Los
granulos se pueden clasificar en tres grupos: metabdlicos,
reproductivos y lipidicos. Los reproductivos y los lipidi-
cos estan contenidos en la vacuola central y los granulos
metabdlicos se encuentran situados en el citoplasma.®

Fase ameboide. Se encuentra como una forma irre-
gular, generalmente con una a dos prolongaciones de la
membrana (semejantes a pseudépodos), que le permiten
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adherirse a la mucosa intestinal, pero no desplazarse; su
tamano puede variar de 2.6-7.8 um de didmetro y con-
tiene una vacuola grande en su citoplasma; esta forma
puede pasar a la fase de quiste. Ha sido observada en
cultivos y ocasionalmente en muestras fecales.®13/14

Fase quistica. Son redondos u ovales y pequenos (3-6
hasta 10 um) y tienen una pared de multicapas delgada;
su citoplasma condensado tiene varios organelos tipo
mitocondria y vacuolas de almacenamiento. El nimero
de nicleos que presenta va de uno a cuatro. Es la fase
de resistencia del pardasito y es una de las formas que
se identifican en muestras de heces. Un quiste puede
sobrevivir alrededor de un mes expuesto al aire y a una
temperatura de 25 °C, lo que permite la diseminacién
de la infeccién, y representa la fase infectante para el
humano.81516

Fases avacuolar y multivacuolar. Son las formas mas
dominantes in vivo y las mas dificiles de identificar en el
microscopio, ademds miden entre 5-10 pm. Se pueden
encontrar pequenas vacuolas y uno o dos ndcleos en las
formas.17/18

Las formas avacuolares miden aproximadamen-
te 5 um de didmetro, no contienen vacuola central,
contienen de uno a dos nicleos, presentan estructuras
tipo mitocondria e inclusiones que estan en el interior de
la matriz citoplasmatica.'?

Ciclo biolégico

El modelo més aceptado inicia con la ingestién de la forma
quistica e infectante del parésito, se transmite por la ruta
fecal-oral entre humanos o entre otras especies. En un
hospedero adecuado, Blastocystis spp. se desarrolla me-
diante la exquistacion del trofozoito en el intestino grueso,
localizéndose principalmente en el colon y el ciego.™

En la luz intestinal, los quistes se desarrollan, primero
en la forma vacuolar, y luego se dividen por fisién binaria y
puede diferenciarse en fases ameboides, multivacuolares,
o formas granulares, antes de pasar a quistes nuevamente.
Las formas vacuolares se enquistan en el intestino del
hospedero. Las formas multivacuolares pasardn a una
forma prequistica para generar un quiste de membrana
delgada, siendo esta forma una posible causante de au-
toinfeccion. 13

Patogenia

Diversos estudios relacionados con la patogenicidad de
Blastocystis spp. han generado controversia entre los
investigadores que siguen discutiendo si este parasito
realmente representa un problema de salud pablica.?
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La forma ameboide de este parésito se encuentra
asociada con la causa principal de los sintomas de la
blastocistosis, por lo que se le considera como la forma
mds patégena. El rol de Blastocystis spp. como agente
patégeno intestinal se relaciona con sindrome del colon
irritable y se ha observado asociado a hipoalbuminemiay
anasarca, incluso en casos de urticaria aguda y crénica.’

La asociacion estadistica entre la deteccion de Blas-
tocystis spp. en heces y el desarrollo de algunas formas
clinicas se asume como evidencia indirecta de la pato-
genicidad de este microorganismo. Hay dos evidencias
directas: los individuos con mayor carga parasitaria pre-
sentan sintomas con mayor frecuencia y la administracién
del tratamiento antiparasitario correspondiente conduce,
en la mayorfa de los casos, a la desaparicién de las ma-
nifestaciones clinicas.?0-22

Los mecanismos de patogenicidad descritos hasta
ahora se pueden dividir en:

1. Induccién de secreciéon de mucinas neutras por las
células caliciformes. Se sabe que actlian aumentando
la adherencia del parasito a la superficie intestinal .23

2. Secrecién de proteasas dependientes de cisteina. Son
predominantemente del tipo cisteino-dependiente y
acttian principalmente en la degradacion de la IgA
secretoria.

3. Inmunomodulacién del hospedero. Blastocystis spp.
es capaz de producir una respuesta inmune, carac-
terizada por la produccién de citocinas como IL-3,
[L-4, IL-5, IL-13 y la produccién de IgE. Este proceso
se mantiene en forma crénica en la mucosa intestinal,
por lo cual se ha propuesto como causa de dolor
abdominal crénico.!”

4. Activacién de mecanismos de hipersensibilidad tipo
[. Algunos autores han sugerido que esta asociacion
estd vinculada con la activacion por moléculas del
parasito de un patrén de respuesta Th2, con produc-
cién de interleucinas 4, 5 y 13, entre otras, lo que
darfa lugar a reacciones alérgicas mediadas por IgE.
De manera complementaria, también se ha sugerido
que Blastocystis spp. podria activar la via alternativa
del sistema del complemento, generando moléculas
C3ay C5a que actlan sobre mastocitos y baséfilos, y
estimula la liberacion de histamina que contribuye a
desencadenar las lesiones cutdneas descritas.?!24-26

5. Aumento de la permeabilidad intestinal (inflamacion).
La infeccion por Blastocystis spp. puede dar lugar a
una disminucién de la funcién de barrera de la pared
intestinal y un aumento de la permeabilidad de la
mucosa del colon, lo que causa modificaciones en
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el citoesqueleto y provoca apoptosis. Esta actividad
también se ha descrito en lisados del parasito.?”

La microbiota intestinal parece ser esencial para la
expresion patégena de organismos entéricos como
Blastocystis spp.?®

Signos y sintomas

Las caracterfsticas clinicas de la blastocistosis son inespe-
cificas y se manifiestan como dolor abdominal, diarrea
aguda/crénica, constipacion, fatiga, nduseas, anorexia, y
distencién abdominal. La diarrea no se presenta en todos
los casos o se alterna con estrefimiento.

Este parasito puede ser identificado en heces de pa-
cientes sintomdticos y asintomaticos.

Diagnostico

La identificacion de las estructuras de Blastocystis spp.
se lleva a cabo por microscopia con base en sus caracte-
risticas morfométricas a través de la observacion directa
de materia fecal utilizando diversas tinciones, como por
ejemplo la tincién con lugol. Se sugiere utilizar alguna
técnica coproparasitoscopica de concentracién como
la técnica de Faust para aumentar la probabilidad de
deteccion de las estructuras parasitarias.8'4

El cultivo in vitro es un método recomendado para la
deteccion y confirmacién del parasito. Se utiliza principal-
mente cuando existe duda en la observacién morfolégica
del parésito.*

Tratamiento

Se han utilizado diferentes tipos de medicamentos para
tratar esta parasitosis, la mayoria de los estudios reportan
el empleo de metronidazol, aunque se han utilizado otros
farmacos como nitazoxanida y trimetoprim-sulfametoxa-
zol, entre otros.>2?

El metronidazol es considerado el farmaco de pri-
mera eleccion, pues induce a apoptosis en el parasito y
provoca disminucién en el tamaio celular, condensacion
y marginalizacién de la cromatina, asi como vacuoliza-
cién y formacion de cuerpos apoptéticos.’? Con este
tratamiento, la mayor parte de los pacientes alcanzan
remision clinica (88%). El metronidazol se indica en dosis
que varfan desde los 250 hasta los 750 mg tres veces al
dfa, durante 10-14 dias.?”

Existen reportes que muestran diferencia entre la res-
puesta clinica y la cura microbiolégica en pacientes con
blastocistosis tratados con metronidazol. Por un lado, se
ha propuesto que puede deberse a la disminucién de la
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carga parasitaria, lo que produce mejoria clinica, pero sin
la erradicacién de la parasitosis; por otro lado, el farmaco
actta indirectamente al inhibir otros microorganismos
asociados, responsables de algunos signos y sintomas,
pero sin erradicar al pardsito.3!

Se ha evaluado la susceptibilidad de Blastocystis spp.
a farmacos antiparasitarios determinando que, aparen-
temente, los diversos subtipos del pardsito muestran
patrones diferentes de susceptibilidad a metronidazol.?

Por lo anterior nos hemos planteado la siguiente
pregunta:

¢Es posible evaluar la sensibilidad de antiparasitarios
de Blastocystis spp. mediante un modelo in vitro?

El objetivo de este trabajo fue estandarizar un siste-
ma in vitro para evaluar sensibilidad a antiparasitarios
para Blastocystis spp. utilizando el medio suero salino
de Barret.

MATERIAL Y METODOS

Se trat6 de un estudio observacional y descriptivo. Se
utilizaron para este trabajo 30 cultivos de Blastocystis
spp. obtenidos a partir de muestras de heces de pacientes
pediatricos, las cuales fueron identificadas como positivas
mediante microscopia, con viabilidad mayor a 95%. Los
aislamientos se mantuvieron mediante pases cada cuatro
dias utilizando el medio de cultivo suero salino de Barret
(solucién salina fisiolégica con suero fetal bovino a 10%),
el cual se preparé en tubos conicos de 1.5 mL.

Se ajustaron los cultivos a 200 x 103 cel/mL mediante
conteo en hemacitémetro y la viabilidad se determiné
por exclusion del colorante eosina a 1%; se consideraron
viables las células sin tenir, y no viables las que se colo-
rearon de rosa. Se realizé el conteo de 100 células y la
viabilidad se report6 en porcentaje.

Se prepararon los diferentes sistemas de prueba para
sensibilidad a metronidazol, incluyendo testigos positivo
y negativo, de acuerdo con la Tabla 7.

Se incubaron los sistemas a 37 °C y se evalué el de-
sarrollo parasitario mediante conteo de células viables en
hemacitémetro, a las 24, 48 y 72 horas.

El plan de andlisis estadistico incluy6 un andlisis de va-
rianza de dos colas con el programa GraphPad Prism V.6.

RESULTADOS

En este trabajo se incluyeron 30 cultivos provenientes
de heces de pacientes pediatricos; se solicit6 la bus-
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queda intencionada de parasitos y se identificaron por
microscopia formas vacuolares de Blastocystis spp. El
promedio de edad de los nifios fue de 11 afios con un
rango de uno a 18, y 50% fue del género femenino.
Se logré observar el desarrollo de fases vacuolares de
Blastocystis spp. en todos los sistemas de prueba como
se muestra en la Figura 1.

La sensibilidad a metronidazol se determin6 median-
te la cuantificacién en hemacitémetro (Figura 2) de las
células viables a las 24, 48 y 72 horas.

El desarrollo de Blastocystis spp. fue menor para las
tres concentraciones de metronidazol (Figura 3) con res-
pecto al control negativo, el menor desarrollo de formas
parasitarias viables se observé con una concentracion
de metronidazol de 2,500 pg/mL (control positivo), a las
24, 48 y 72 horas (p < 0.0001), se decidié modificar la
escala empleando escala logaritmica para apreciar los
datos (Figura 4), en esta grafica debido al cambio de escala
quedaron fuera 85 puntos.

Tabla 1: Concentracién de metronidazol pg/mL.

Control Control
(-) Tubo 1 Tubo 2 Tubo 3 (+)
0 125 500 1,250 2,500

Figura 1: Formas vacuolares de Blastocystis spp. A tincion con lu-
gol, B, Cy D tincidn eosina. Las vacuolas se encuentran sefialadas
por una flecha. 100x.
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Figura 2: Conteo en hemacitémetro de formas vacuolares de Blas-
tocystis spp. 40x.

DISCUSION

Blastocystis spp. es el parésito que actualmente se identi-
fica con mas frecuencia en los eximenes coproparasitos-
copicos, y aunque su papel patégeno sigue en discusion
es necesario proporcionar al médico informacién que
apoye el manejo farmacolégico de los pacientes con
blastocistosis.

El medio de cultivo utilizado en estas pruebas fue
xénico, por lo que se logré obtener buenos resultados en
el desarrollo de formas parasitarias de Blastocystis spp.;
éstas se pueden observar en las imagenes mostradas en
la Figura 7. Se decidié emplear el medio suero salino de
Barret y utilizar s6lo un farmaco para fines de estandari-
zacion. En este caso fue metronidazol, que es el imidazol
mas utilizado para tratar infecciones por Blastocystis spp.

El desarrollo parasitario se evalué en un periodo de
tiempo 72 horas, con una lectura cada 24 horas a fin
de determinar la sensibilidad del parasito al farmaco en
relacién al tiempo. La evaluacion de estos sistemas de
cultivo se realizé cuantificando el desarrollo parasitario en
el hemacitémetro y midiendo la viabilidad de las células
con el colorante vital eosina; asf fue posible apreciar las
células no viables tefiidas de rosa, pues la estructura pa-
rasitaria danada permitié la entrada de colorante.

A los resultados obtenidos se les realiz6 un analisis de
varianza de dos colas con GraphPad Prism 6, y se obtuvo
un valor de p < 0.0001, lo que implica diferencia signifi-
cativa al comparar las diferentes concentraciones de me-
tronidazol y del control positivo con el control negativo.

En cada prueba de sensibilidad al metronidazol, se
observaron resultados variables con la misma tendencia
a la disminucién del desarrollo parasitario (Figuras 3 y 4).

La concentracién inhibitoria minima CIM para me-
tronidazol, es decir, la menor concentraciéon en donde
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se aprecia inhibicion parasitaria, fue de 125 pg/mL, lo
que coincide con lo reportado por Roberts,*? aunque
corresponde a la menor concentracién empleada en este
ensayo y es posible que la CIM se encuentre por debajo
de 125 pg/mL; de esta manera, se recomienda en un
estudio posterior incluir al menos las concentraciones
de 64y 32 pg/mL.

El propésito de este trabajo fue implementar una
metodologia aplicable a un laboratorio de clinico para
el estudio de la susceptibilidad de Blastocystis spp., que
contribuya al estudio de los perfiles de susceptibilidad
a antiparasitarios, lo que puede ser aplicable en el
campo clinico para la eleccién de tratamiento y dosis
adecuados, sobre todo en pacientes con infecciones
por Blastocystis spp. que no muestren respuesta al
tratamiento de primera eleccion para que, finalmente,
sea posible documentar y hacer el seguimiento de los
eventos de resistencia que se logren identificar en el
futuro. Esta metodologia es en general sencilla, econé-
mica y reproducible.

CONCLUSIONES

Con base en los resultados obtenidos en este trabajo,
se concluye que la metodologia propuesta permitié el
desarrollo de formas diversas de Blastocystis spp., en el
medio de cultivo xénico, suero salino de Barret; ademas,
permitié evidenciar la sensibilidad del parasito frente
a metronidazol y que el método de cultivo propuesto
puede ser una herramienta Gtil para apoyar al diagnés-
tico de esta parasitosis. Esta metodologia es facilmente
reproducible, por lo que facilita su implementacién en
diferentes laboratorios, tanto a nivel clinico como a nivel
de investigacion.
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Figura 3: Grafica concentracion de metronidazol versus desarrollo
parasitario.

137
1,000 = B 24 horas
® M 48 horas
‘-- W 72 horas
... -
» 100 »
= % an® i v
(2]
< L 4
: 1 Xw
(&) L 2 N
10 4 *.*
B OB A A ¥ T e
a9 FEED o, NP oeeey
0-
0 125 500 1,250 2,500

Concentracion MTZ pg/mL
CIM =125 pg/mL

Figura 4: Grafica concentracion de metronidazol versus desarrollo
parasitario en escala logaritmica.
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