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USO DE LA TECNICA DE LUTZ EN EL DIAGNOSTICO DE
Blastocystis spp.: INFLUENCIA DEL TIEMPO DE SEDIMENTACION
Franmil Gutiérrez y Jersson Zamora. Rodolfo Devera. 2024

RESUMEN

Para verificar si el tiempo de sedimentacion influye en la positividad de la SE
de Lutz en el diagndstico de Blastocystis spp. en heces preservadas en formol, fueron
seleccionadas 72 muestras fecales que habian resultado positivas para Blastocystis
spp Yy que tenian cargas parasitarias elevadas (> 5 células del parasito por 10 campos
de 400X en el examen directo). Ademas, estaban en cantidad suficiente (preservadas
en formol) que permitiera hacer la técnica de SE por triplicado: SE tradicional de 24
horas (SE 24 h), SE de 1 hora (SE 1h) y SE de 6 horas (SE 6h). Cuando se comparan
los resultados obtenidos entre la tres variedades de la técnica de SE la frecuencia del
parasito fue la misma (77,8%). Dejaron de diagnosticarse 16 casos que estando
positivas en el ED resultaron negativas en la SE. Al realizar las comparaciones
considerando la variedad tradicional de 24 horas como gold estandar se verifico que
de los 56 casos diagnosticados con la SE 24h, 55 (98,2%) fueron encontrados en la
SE 1 h. Solo dejo de identificarse 1 caso. Obteniéndose una sensibilidad de esta
modificacion de 98,2% una especificidad de 93,8%, una Eficacia de 77,8% y un
indice kappa de concordancia (k) de 0,920 (excelente). Al comparar la modalidad
tradicional con la SE 6h los valores de sensibilidad y especificidad fueron de 100%,
eficacia de 77,8% y un K de 1,00 (concordancia perfecta. Esto debido a que los 56
casos positivos en SE 24h también se encontraron en la SE 6 h. Un hallazgo a resaltar
es que todos los casos negativos en SE 24 h también estaban negativos en SE 6 h. En
conclusion, el tiempo de sedimentacion no influyd en la positividad de la técnica de
SE de Lutz en el diagndéstico de Blastocystis spp. en heces preservadas en formol y
con cargas parasitarias elevadas.

Palabras claves: Blastocystis spp., diagndstico, técnica de Lutz, tiempo de
sedimentacion.



INTRODUCCION

Blastocystis spp. es un parasito polimorfo y anaerobio, el cual pertenece al
reino Chromista: Este microorganismo se caracteriza por estar distribuido a nivel
mundial, principalmente en zonas tropicales; infecta aves, mamiferos y humanos,
presentdndose con mayor frecuencia en nifios. Su prevalencia mundial es variable
dependiendo de mdltiples factores, pero en general es mayor en paises en vias de
desarrollo donde existen poblaciones con malas condiciones de saneamiento, pobreza,
hacinamiento e inadecuados héabitos higiénicos (Menounos et al., 2008; Tan, 2008;
Devera, 2015; Stensvold y Clack, 2016: Del Coco et al., 2017; Skotarczak, 2018).

La clasificacion taxondémica de Blastocystis spp. ha variado desde su
descubrimiento; inicialmente, en 1912, se asocié al grupo de las levaduras;
posteriormente, se reconocio su naturaleza de protozoario y fue clasificado como tal
en 1991; También errbneamente se ha descrito como el quiste de un flagelado (Zierdt
et al., 1967; Zierdt, 1991). En 1996, mediante estudios moleculares se incluyé en el
grupo de las Stramenopilas, al cual pertenecen las algas café, café/dorado y
diatomeas; en 1998, se clasifico como un Chromista; finalmente. Para algunos
autores es un parasito comensal, mientras que para otros es un patégeno primario, sin
embargo, su rol patogénico continda en discusion (Silberman et al., 1996; Tan, 2008;
Coyle et al., 2012; Devera, 2015; Del Coco et al., 2017).

Las dificultades para lograr una clasificacion adecuada se centraban
principalmente a su pleomorfismo, confundiéndose con diferentes tipos de células y
microorganismos; ademéas los informes contradictorios sobre patogenicidad y
manifestaciones clinicas, llevaros a diversas opiniones y retrasando su investigacion y
clasificacion (Coyle et al., 2012; Del Coco et al., 2017).



Las primeras imégenes que se tienen de Blastocystis spp. fueron durante la
epidemia de cdlera en Londres, en el afio 1849, aunque ellos lo asociaron a una
suspension de polvo en agua condensada del aire y lo llamaron células anulares
(Zierdt, 1991). Pero, la primera descripcion de la morfologia que se realizd de este
parésito, se cree que fue en el afio de 1899; aunque no habia una imagen, la
descripcion alli realizada sugiere que se trataba de Blastocystis spp. (Alger et al.,
2007).

En 1911, se creyd que se trataba de una levadura y se nombré al
microorganismo como Blastocystis enterocola, en 1912, se le cambi6 el nombre a
Blastocystis hominis, porque se creia que Unicamente estaba asociado a humanos,
nombre con el que se le conocid a nivel mundial durante mucho tiempo hasta que en
2007, se unifico la informacion sobre los subtipos y las otras clasificaciones
existentes, llegdndose al consenso de los subtipos (ST), que podian ser aislados de
diferentes animales incluyendo al hombre. Este avance llevo al cambid en el nombre
de Blastocystis hominis a Blastocystis spp. Pues se evidencié que el hombre no era su
unico hospedero (Stensvold et al., 2007; Devera, 2015) y las fases evolutivas desde el
punto de vista de la microscopia éptica son iguales. Actualmente se han logrado
identificar mas de 20 subtipos (linajes ribosomales) y diversos alelos de los subtipos
(variacion de subtipos), algunos de los cuales se asocian con determinada patologia

como diarrea, sindrome de colon irritable, etc. (Rezaei Riabi et al., 2018).

Durante décadas fue considerado un comensal, pero debido a varios informes,
en especial entre los afio 80 y 90, en la actualidad muchos autores consideran a
Blastocystis spp. un agente patdgeno. La interrelacion entre el sistema inmunitario del
individuo y el grado de virulencia demostrado por el subtipo infectante podria estar
determinando el espectro clinico y la respuesta a los farmacos en cada individuo
(Chacén et al., 2017; Del Coco et al., 2017; Skotarczak, 2018).



La clasificacion taxonémica aceptada actualmente, basada en el analisis del gen
de la subunidad pequefia del RNA ribosomal, lo ubica en la clase Blastocystea,
subfilo Opalinata, infrareino Heterokonta, subreino Chromobiota, reino Chromista,
con muchas especies: Blastocystis cycluri, geocheloni, B. hominis, B. lapemi, B.
python y B. ratti, entre otras (Tan, 2008; Cazorla-Perfetti, 2014; Ruggiero et al.,
2015; Skotarczak, 2018).

En realidad Blastocystis spp. es un complejo y se han sefialado méas de 20
subtipos (ST) (linajes ribosomales) y diversos alelos de los subtipos (variaciéon de
subtipos) provenientes de animales y de ser humano (esto son ST1 a ST10)
(Skotarczak, 2018; Stensvold et al., 2007; 2020; Jiménez et al., 2022;). Existen
evidencias que indican que ciertos genotipos son mas patdégenos que otros o se
asocian con determinadas patologias (Tan, 2008; Stensvold y Clark, 2016; Rezaei
Riabi et al., 2018; Delshad et al., 2020; Stensvold et al., 2020). Es por ello al mediano
plazo se impone la necesidad de establecer, dentro del diagndstico, su
genotipificacion, ya que del genotipo dependera la evolucion clinica del paciente y la
conducta terapéutica a seguir (Stensvold y Clark, 2016; Stensvold et al., 2020;
Jiménez etal., 2022).

Desde el punto de vista morfologico Blastocystis spp. posee un citoplasma que
contiene las organelas tipicas de organismos eucariotas, como ribosomas, reticulo
endoplasmatico rugoso, aparato de Golgi, microtdbulos y vacuolas. El parasito
contiene estructuras intracelulares de doble membrana denominadas organelas tipo-
mitocondria. EI genoma mitocondrial estd compuesto por una molécula de ADN
circular, altamente conservado entre los distintos ST. Este ADN codifica diversas
proteinas mitocondriales, pero carece de los genes de las enzimas citocromo-oxidasa
y ATP sintasa. La funcion de estas organelas no esta totalmente esclarecida, se
postula que intervienen en el metabolismo energético del parasito (Tan, 2008;
Denoeud et al., 2011).



Blastocystis spp. es un parésito pleomdrfico que presenta 6 formas parasitarias
variables en tamafio, estructura y lugar de ocurrencia. Las 4 formas principales son la
de cuerpo central, la granular, la ameboide y la de resistencia. También presenta 2

formas menos frecuentes: multivacuolar y avacuolar (Zierdt, 1991; Tan, 2008).

La forma maés caracteristica y comun en las heces de las personas infectadas es
la de cuerpo central. De forma redondeada y esta forma mide de 5 a 15 um, pero
puede alcanzar 200 um de diametro. Anteriormente era denominada vacuolar ya que
de manera incorrecta se pensaba que la estructura central de esta fase era una vacuola.
Hoy dia se sabe que es una organela especializada denominada cuerpo central.
Alrededor de esa organela se disponen en una delgada porcion de citoplasma, los
nucleos (1 a 4) y otras organelas como Golgi, vacuolas endosomales y mitocondrias.
Tiene una cubierta fibrilar de espesor variable, similar a una capsula, que contiene

manosa, glucosa, fucosa, N-acetilglucosamina, quitina y &cido siélico (Tan, 2008).

El mecanismo de infeccion aceptado es el fecal oral, mediante la ingesta de
alimentos y aguas contaminadas con formas de resistencia. Posterior a la ingesta de
estas, en el duodeno por accion de los jugos gastricos, es liberada la forma de cuerpo
central (Sinhg et al., 1995; Tan, 2008). Dado que la forma ameboide, avacuolar y
multivacuolar, ha sido encontrada en heces diarreicas de algunos hospedadores, se
propone que esta morfologia juega un papel importante en la patogenicidad (Zhang et
al., 2012). La forma de cuerpo central se “enquista” en el lumen intestinal, formando
fases de resistencia que salen junto con las heces al medio externo (Sinhg et al., 1995;
Tan, 2008). En su ciclo de vida varios mecanismos de reproduccion han sido
demostrados (fision binaria, fision multiple, endodiogenia y esquizogonia) (Zhang et
al.,, 2007) y otros se han propuesto (Tan, 2008), sin embargo, faltan estudios

concluyentes.



Este microorganismo es responsable de cuadros clinicos tanto, asintomaticos
como sintomaticos (Tan, 2008; Chacén et al., 2017; Del Coco et al., 2017). En
pacientes asintomaticos, independiente de la carga parasitaria, se plantea la hipotesis
de una colonizacion del microorganismo versus la infeccion del mismo (Chacon et
al., 2017). En el caso de la colonizacion, Blastocystis spp. no genera ninguna
respuesta inmunoldgica ni produce ningun sintomas en el individuo. En el caso de
infeccion, podria generar una respuesta clinica o inmunologica en determinado
momento; el individuo podria convertirse en un paciente sintomatico, cuando las
condiciones inmunolégicas del hospedador o del potencial patogeno, cambien en el
transcurso de su evolucidn clinica (Devera et al., 2000; Del Coco et al., 2017).

Cuando un paciente presenta sintomas intestinales, atribuibles a Blastocystis
spp., debe corroborarse que este microorganismo sea el Unico patdgeno presente y
causante de los sintomas; este microorganismo tiende a coinfectar con otros agentes
etioldgicos de sintomas gastrointestinales que deben ser descartados como: bacterias,
virus y hongos (Devera et al., 2000; Tan, 2008; Chacon et al., 2017; Del Coco et al.,
2017).

El diagndstico parasitologico de rutina se basa en la observacion de las fases
parasitarias en las heces. Los preparados microscopicos pueden ser visualizados en
forma directa, con agregado de lugol, o bien tefiidos con Giemsa o coloracion
tricromica. El pleomorfismo que demuestra este parasito puede dificultar su
identificacion microscopica (Devera et al., 2006; Menounos et al., 2008; Devera et
al., 2013). En paises en vias de desarrollo el examen directo sigue siendo la técnica de

eleccion (Devera et al., 2013).

En la actualidad, el cultivo en medio axénico es considerado el «estandar de
oro» para la deteccion de Blastocystis spp. Este método es mas sensible que la

microscopia, pero insume tiempo y no esta disponible en la mayoria de los



laboratorios de diagndstico. Por otro lado, La pruebas de biologia molecular con fines
diagndsticos y de genotipificacion son de eleccién en muchos paises industrializados
(Del Coco, 2017).

Desde los primeros estudios se ha notado que con excepcion de la fase de
resistencia, los otros estadios son muy fragiles y se destruyen facilmente en el medio
ambiente (Zierdt et al., 1967; Zaman, 1996; Suresh et al., 2005). Esa propiedad ha
sido una limitante para el diagndstico ya que algunos métodos de concentracién
empleados, pueden llevar a la destruccion de estas fases evolutivas, y considerando el
reducido tamafio de la fase de resistencia, pueden obtenerse subregistros y falsos

negativos (Devera et al., 2006).

Con el examen coproparasitoldgico se pretende demostrar la presencia de
formas de los parésitos que pudieran estar presentes en el tubo digestivo del
individuo. De alli la importancia no solo de tomar una muestra adecuada sino que el
observador requiere estar familiarizado con la morfologia de estos parasitos (Botero y
Restrepo, 2012). Varios autores coinciden en que por la fragilidad celular, el examen
directo (ED) de heces frescas es el estandar de oro en el diagnostico (Devera et al.,
2006; 2013; Lara et al., 2017).

Pero los estadios evolutivos del cromista presentan una eliminacién ciclica o
irregular en las materias fecales y a veces la cantidad de elementos parasitarios es
pequefia. Debido a ello se requieren varias muestras (seriado de heces) antes de poder
informar un resultado como “negativo”, y también se recomienda la realizacion
conjunta de las llamadas técnicas de enriquecimiento o de concentracion (Devera et
al., 2006; 2008). Las técnicas de concentracion (o enriquecimiento segin otros
autores), como su nombre lo indica, permiten separar y concentrar la fase evolutiva
en la muestra fecal analizada (Devera et al., 2006; 2008). Hay varias técnicas de

concentracion que para el diagnostico parasitologico, del cromista siendo las



principales la de Ritchie, Faust y Lutz siendo las técnicas de concentracion
ampliamente empleadas (Devera et al., 2006; 2008; Lara et al., 2017).

Cuando se realizan estudios epidemioldgicos un punto a destacar es que para la
busqueda de Blastocystis spp. es recomendable partir de heces preservadas para
realizar las técnicas de concentracion pues se ha demostrado que el ED supera en
eficacia a esta técnica cuando se realiza con heces frescas (Devera et al., 2008), pero
la sensibilidad se incrementa igualando o superando al ED si se realizan técnicas de
concentracion con heces preservadas (Velasquez et al., 2005; Medina y Bravo, 2017,
Rodriguez y Uzcategui, 2017; Montilla, 2021).

De esas técnicas de concentracion la sedimentacion espontanea (SE) se ha
ganado un sitial de importancia (Devera et al., 2008; Goncalves et al., 2014). La
técnica fue ideada por Lutz en 1919, en Brasil, para el diagnéstico de
esquistosomosis; 15 afios méas tarde Hoffman, Pons y Janner hacen su descripcién y
estandarizacion también para ser usada en esquistosomosis (Hoffman et al., 1934), sin
tener conocimiento de la descripcion original de Lutz; ademas, Lutz publicd su
trabajo en una revista de poca difusion para la época, asi que durante mucho tiempo
el crédito sobre la autoria de la técnica recayé en Hoffman y sus colaboradores.
Finalmente, Coura (1973) realizd una revision del tema comprobando que el primero
en describir el procedimiento fue Lutz (1919) y Hoffman et al. (1934) lo que hicieron
fue reescribirlo y publicarlo en una revista de mayor circulacion; es por ello que la

técnica deberia llevar el eponimo de Lutz.

En Brasil esta técnica ocupa un importante lugar en el diagndstico
coproparasitologico, incluso suele hacerse sola sin ejecutar el examen directo. Es una
técnica del tipo sedimentacion, ampliamente usada en ese pais donde, desde hace
varias décadas y constituye la técnica estandar tanto para estudios epidemiolédgicos

como en los laboratorios de anélisis clinico (Amatto Neto y Corréa, 1990; Rey,



2001). Es eficaz, sencilla 'y de bajo costo, de hecho en ese pais varios estudios indican
que el costo actual de un examen de este tipo es de menos de un dolar (Mello et al.,
2013; Sant'anna et al., 2013; Peixoto Azevedo et al., 2017; Oliveira Lima et al.,
2020). Todo lo anterior justifica su uso tan amplio en los servicios de salud brasilefios

y no solo en centros de investigacion (Oliveira Lima et al., 2020).

Desde el afio 2003 esta técnica viene usandose de manera rutinaria en el
principal laboratorio de diagnostico coproparasitologico de Ciudad Bolivar en el
estado Bolivar, aunque en otros estados se usa poco posiblemente por el prolongado
periodo de sedimentacion requerido (Devera et al., 2008). De hecho, varios estudios
epidemioldgicos se han realizado usando esta técnica para el diagnostico de
Blastocystis spp. complementando el ED o incluso como técnica diagndstica Unica
(Al Rumbhein et al., 2005; Velasquez et al., 2005; Devera et al., 2016; Calvo et al.,
2020; Devera et al., 2020a; 2020b; 2021).

La técnica se basa en la posibilidad de concentracién de estadios evolutivos
presentes en las heces de pacientes infectados, por medio del proceso de
sedimentacion de particulas sometidas a la accion de la gravedad, en frasco especial
con fondo conico. De dos a cuatro gramos de heces son emulsionados en agua y
filtrados a través de gasa para ese céliz de sedimentacion donde se deja en reposo por
un tiempo adecuado que segun los autores varia de 1 a 24 horas. Transcurrido ese
tiempo, para que el material en suspension sedimente, se transfiere con auxilio de una
pipeta parte del sedimento para una lamina portaobjeto y se examina al microscopio
(Amatto Neto y Corréa, 1990; Rey, 2001).

Segun De Carli y Tasca (2001), la principal ventaja de esta técnica es la
necesidad minima de materiales y recursos financieros y como desventaja se puede
presentar una gran cantidad de detritos fecales en el sedimento, dificultando la

preparacion y el examen microscopico. Devera et al. (2008) agregan como desventaja



el prolongado tiempo de sedimentacion el cual incluso inviabiliza su uso rutinario por
el prolongado tiempo requerido (al menos 2 dias) para tener un resultado. Es por ello
que seria apropiado establecer si la disminucion del tiempo de sedimentacion influye
sobre la sensibilidad y el rendimiento diagnostico. Sin embargo, aunque se dice que
ese tiempo de sedimentacidn puede ser entre 1y 24 horas (Rey, 2001; De Carli, 2007)
en la mayoria de los estudios se hace con 24 horas e internacionalmente no se tiene

conocimiento de estudios comparativos modificando el tiempo de sedimentacion.

Respecto a los antecedentes nacionales, localmente Ferrer (2017) realizé un
trabajo comparando los resultados del examen directo y la sedimentacidn espontanea
de 1 hora (SE 1 h) en el diagnostico de enteroparasitos en muestras fecales
procedentes de habitantes de una comunidad urbana con condiciones propicias para el
desarrollo de parasitosis intestinales. Fueron seleccionadas 93 muestras fecales las
cuales estaban preservadas en formol al 10%; se les aplico la técnica de SE 1 h.
Considerando solo el ED la prevalencia de Blastocystis spp. fue mayor (52,7%) y de
40,8% en la SE de 1 hora; aunque el andlisis estadistico no revel6 que la diferencia
fue estadisticamente significativa (p>0,05). De esa forma surge una evidencia
sugiriendo que no es necesario un periodo prolongado de sedimentacién para obtener

resultados satisfactorios.

Naar y Pérez (2017) emplearon 97 muestras fecales preservadas en formol al
10% para realizar un estudio comparativo entre las técnicas de Lutz tradicional
(sedimentacion por 24 horas) y una modificacion de dicha técnica (sedimentacion por
45 minutos). Las heces procedian de habitantes de un barrio en la periferia de Ciudad
Bolivar con deficientes condiciones sociosanitarias y de saneamiento ambiental. La
prevalencia de Blastocystis spp. fue de 45,4%, con la técnica de Lutz tradicional y de

35,1%, con la modificacidn, sin diferencia estadisticamente significativa (p>0,05).
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Por un lado se sabe de la importancia epidemioldgica que tiene Blastocystis
spp. en la actualidad y la necesidad de un diagndéstico adecuado (Devera, 2015). Por
otra parte la técnica de Lutz presenta ventajas y desventajas en el diagnostico de este
enteroparasito, siendo una de las principales el prolongado tiempo de sedimentacion
(Devera et al., 2008). Es por ello que se plantea desarrollar un estudio para verificar si
el tiempo de sedimentacion es un factor relevante en la obtencion de un resultado
positivo en el diagndstico de Blastocystis ssp. usando muestras fecales preservadas en

formol con elevadas cargas parasitarias.

Para ello se realizd un estudio comparativo entre la técnica de SE de Lutz
tradicional de 24 (SE 24 h) con una modificacion donde se dejen las heces
sedimentando por solo 1 hora (SE 1h) y 6 horas (SE 6h).



JUSTIFICACION

Para realizar el diagnostico definitivo de la infeccion por Blastocystis spp. el
gold standart es el examen directo de heces, sin embargo, se recomienda hacer
seriados de heces y complementar con técnicas de concentracion debido a la
eliminacidén inconstante de la formas parasitarias en la materia fecal (Devera et al.,
2006; 2008; Lara et al., 2017). Una de estas técnicas de concentracion que ha
mostrado elevada eficacia y sencillez en su ejecucion es la SE en agua o técnica de
Lutz. Ademas de simple es econémica y practica porque permite ademas identificar
todos los grupos de enteroparasitos y dependiendo si se realiza con heces frescas o
preservadas se pueden identificar todas las fases evolutivas de los agentes (Devera et
al., 2006; 2008; Oliveira Lima et al., 2020).

Los textos clasicos informan que en el procedimiento de esta técnica el tiempo
de sedimentacion puede variar de 1 a 24 horas, pero la mayoria de los estudios
emplean 24 horas (Amato Neto y Correa, 1990; Rey, 2001; Devera et al., 2006; 2008;
Oliveira Lima et al., 2020). La técnica es poco usada en Venezuela posiblemente por
el prolongado tiempo de espera (24 horas) para poder tener un resultado. Aungue se
ha planteado que ese tiempo de sedimentacion puede oscilar entre 1y 24 horas (Rey,
2001), no se tienen estudios controlados donde se comparen diferentes tiempos de
sedimentacion. Una variante de esta técnica, se realiza en tubos conicos de 50 ml en
Per y el tiempo de sedimentacion es de apenas 45 minutos y se tienen resultados
adecuados (Pajuelo et al., 2006; Tello et al., 2012).

Desde el afio 2008, la SE es una de las técnicas de rutina en el Laboratorio de
Diagnostico Coproparasitolégico de la UDO-Bolivar, donde se ha realizado la
estandarizacion respectiva (Devera et al., 2008) e incluso se han probado algunas

modificaciones (Lépez et al., 2003; Falco y Hernandez, 2018), sin embargo, siempre

11
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se ha respetado el tiempo de sedimentacion de 24 horas. Respecto al factor tiempo
algunos pocos estudios se han desarrollado en la region, aunque no necesariamente
para el diagndstico de Blastocystis spp. Por ejemplo, Ferrer (2017) redujo el tiempo
de sedimentacion a 1 hora y lo comparé con el resultado del ED en el diagnostico de
enteroparasitos en general. No tuvo buenos resultados ya que la positividad del ED
fue de 65,6% y la de la SE de 50,5% (p<0,05), ya que la diferencia fue a favor del
examen directo. Pero como el autor no compara con la SE tradicional de 24 horas

quedo la duda de la eficacia de esta modificacion.

Naar y Pérez (2017) realizaron una comparacion entre la técnica tradicional de
24 horas y una modificacion de 45 minutos; en esta ocasion se tuvieron resultados
también a favor de la técnica original respecto a la prevalencia global pero sin
diferencias individuales considerando cada taxén de parésito. Ademas,
especificamente respecto a Blastocystis spp. aunque con 24 horas se identificaron
mas casos la diferencia no fue estadisticamente significativa respecto a 45 minutos.
Considerando la crisis econdmica actual del pais no es viable para los laboratorio
(publicos o privados) prolongar el tiempo para emitir el resultado de un rutinario y
simple estudio coproparasitolégico, es por ello, que la reduccion del tiempo podria
ser ventajoso. Sin embargo no puede haber detrimento en la sensibilidad o eficacia de
la técnica es especial si se considera que Blastocystis spp. es el enteroparasito de

mayor prevalencia en Venezuela en la actualidad (Devera, 2015; 2020b; 2021).

Basado en lo anterior, se justifico realizar una investigacion para verificar si el
tiempo de sedimentacién influye en la positividad de la SE para diagnosticar las fases
evolutivas de Blastocystis spp. Para ello se partio de heces preservadas en formol que
en el examen directo tenian cargas parasitarias elevadas para Blastocystis spp. (= 5
células por campo). Las muestras proceden de habitantes de tres barrios periféricos de
Ciudad Bolivar (estado Bolivar) con las condiciones ecoldgicas y epidemioldgicas

propicias para la presencia de las parasitosis intestinales.



OBJETIVOS

Objetivo General

Verificar si el tiempo de sedimentacion influye en la positividad de la SE de

Lutz en el diagndstico de Blastocystis spp. en heces preservadas en formol.

Obijetivos Especificos

1. Establecer la frecuencia de Blastocystis spp. usando la técnica de SE 1h,
SE 6h y la SE tradicional de 24 horas.

2. Comparar el rendimiento diagndéstico de las modalidades SE 1h 'y SE 6H

con la técnica tradicional de 24 horas.

3. Establecer posibles ventajas y desventajas de usar tiempos de

sedimentaciones menores para la ejecucion de la técnica de SE de Lutz.

13



METODOLOGIA

Tipo de estudio

La investigacion fue de tipo descriptiva y consistié en un estudio transversal

donde se analizaron muestras fecales preservadas en formol al 10%.

Area de estudio

“Angostura del Orinoco” (antes Heres) es uno de los 11 municipios que
integran el estado Bolivar (INE, 2014a); y a la vez, éste contiene 9 parroquias (2
rurales y 7 urbanas) de las 47 que conforman a dicho estado. La superficie territorial
del municipio es de 5.851km2 (INE, 2014b) y tiene una poblacion de 345.209
habitantes (23,4% del estado Bolivar) de los cuales 3.636 son indigenas

pertenecientes principalmente a los pueblos karifia y pemén (INE, 2014c).

La capital es Ciudad Bolivar (08°07°45” LN 63°32°27” LO). Respecto al clima
el municipio, como parte del estado Bolivar se ubica en la zona intertropical con
predominio del bosque seco tropical y caracteristicamente existen abundantes zonas
de sabanas. La temperatura media anual oscila entre 29 y 33°C para el estado en
general (Ewel et al. 1976) y en el municipio entre 23°y 37°.

La precipitacién total anual estd entre 1013 y 1361 mm. En el trimestre de junio

a agosto cae la mayor cantidad de lluvia, el trimestre méas seco va de enero a marzo
(Ferrer Paris, 2017).
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Fueron seleccionados los barrios “Angosturita II” (Parroquia Vista Hermosa”,
“Moreno de Mendoza” y “Cuyuni” (parroquia La Sabanita), donde las condiciones
sociosanitarias y de saneamiento ambiental son deficientes aunque no son precarias;
es decir, reinen las caracteristicas ecoepidemioldgicas propicias para la ocurrencia de

parasitosis intestinales.

Universo y muestra

La muestra fue igual al universo y estuvo conformado por las 72 muestras
fecales obtenidas de igual nimero de habitantes positivos y con cargas parasitarias
elevadas (= 5 células/campo) para Blastocystis spp. en el examen directo de heces
(ED) y que estaban preservadas en formol al 10% y almacenadas en el Laboratorio de
Diagndstico Coproparasitologico del Departamento de Parasitologia y Microbiologia
de la Escuela de Ciencias de la Salud en Ciudad Bolivar, UDO-Bolivar.

Como parte de las labores de docencia, extension e investigacion, en febrero
2023 el grupo de Parasitosis Intestinales y miembros del Departamento de
Parasitologia y Microbiologia realizaron el estudio Coproparasitolégico en
“Angosturita II” obteniendo 31 muestras fecales positivas para Blastocystis spp., de

las cuales 20 presentaron cargas parasitarias elevadas (= 5 células/campo).

El estudio coproparasitologico en “Moreno de Mendoza” y “Cuyuni” se realizo
en julio del 2023 diagnosticando respectivamente 46 y 51 casos del cromista, donde
30 y 35 muestras tenia cargas parasitarias altas. De esas 85 muestras solo 72 estaban
en cantidad suficiente que permitio hacer las tres modalidades de sedimentacion

espontanea (SE).
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Recoleccion de datos

Se solicitara el permiso para usar estas muestras al Coordinador del Grupo de

Parasitosis intestinales y al Jefe del Departamento de Parasitologia y Microbiologia.

Criterio para seleccionar las muestras a usar:

e [Estar positiva para Blastocystis spp. en el ED con > 5 células del
parasito por campos de 400X.

e [Estar en cantidad suficiente (> 30 ml) que permita realizar por triplicado
la SE: 1 hora, 6 horas y 24 horas (SE 1h; SE 6h y SE 24h).

e Las muestras no deben haber estado méas de 4 semanas en preservacion.

Cada muestra seleccionada se sometié de manera simultanea a las tres
modalidades de la SE. Una vez obtenido los resultados se realizaron los analisis

comparativos para verificar la eficacia de cada modalidad.

Examenes coproparasitologicos

Técnica de Sedimentacién Espontanea de Lutz tradicional (SE 24h) (Rey, 2001)

e Se tomaron 10 ml del preservado y se filtrardn por gasa “doblada en
ocho”.

e El liquido obtenido se colocé en un vaso plastico descartable de 180 ml.

e Se completo dicho volumen agregando agua destilada.

e Se dejo sedimentar por 24 horas.
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e Transcurrido ese tiempo, se descarto el sobrenadante y con una pipeta
Pasteur se retir0 una pequefia muestra (1 gota) del sedimento en el
fondo del vaso.

e Ese sedimento se colocd en una lamina portaobjeto, se colocé una gota

de lugol, se cubrié con laminilla'y se observé al microscopio.

Técnica de Lutz modificada

Se trata de una modificacion de la técnica de SE tradicional (Rey, 2001). En
lugar de dejar las heces sedimentando por 24 horas se hara por 1 hora (SE 1h) y por 6

horas (SE 6h). El resto del procedimiento fue similar a la técnica tradicional.

Analisis de los datos

Los resultados obtenidos se presentaran en tablas, analizandose mediante sus
frecuencias relativas (porcentaje). Los datos se analizaron empleando el programa
SPSS version 21.0 para Windows. Para verificar las diferencias obtenidas entre los
porcentajes de positividad de las técnicas usadas se empled la prueba Ji al cuadrado.
El rendimiento de las modalidades de 1 hora y 6 hora se establecié calculando la
sensibilidad, especificidad y eficiencia de cada una segin Ferreira y Avila (1996)
(Anexo 1).

Para esos calculos se usé la técnica de sedimentacion tradicional (SE 24h)
como ‘“‘estandar de oro”. Para establecer la concordancia entre los resultados se

calculd el indice Kappa (K).



La interpretacion de éste se realiz6 de acuerdo a la escala siguiente:

Valor K Concordancia
<0 Sin Acuerdo
0-0,20 Insignificante
0,21-0,40 Baja
0,41-0,75 Buena
>0,75 Excelente
1,00 Perfecta

Aspectos bioéticos
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La investigacion se desarroll6 apegada a las normas éticas internacionales
segun la declaracion de Helsinki (WMA, 2008).



RESULTADOS

En febrero y julio de 2023 se realizaron tres estudio coproparasitolégico en
habitantes de tres barrios de Ciudad Bolivar con deficientes condiciones
sociosanitarias, economicas y de saneamiento ambiental. Fueron seleccionadas 72
muestras fecales que habian resultado positivas para Blastocystis spp. y que tenian
cargas parasitarias elevadas (> 5 células del parasito por 10 campos de 400X en el
examen directo). Ademas, estaban en cantidad suficiente (preservadas en formol) que
permitiera hacer la técnica de SE por triplicado: SE tradicional de 24 horas (SE 24 h),
SE de 1 hora (SE 1h) y SE de 6 horas (SE 6h).

Cuando se comparan los resultados obtenidos entre la tres variedades de la
técnica de SE la frecuencia del parasito fue la misma (77,8%), esto debido a que en
las tres se encontré la misma cantidad de casos positivos (n=56). Destacando que
dejaron de diagnosticarse 16 casos, es decir, muestras que estando positivas en el ED
resultaron negativas en la SE (Grafico 1).

Al realizar las comparaciones considerando la variedad tradicional de 24 horas
como gold estandar se verifico que de los 56 casos diagnosticados con la SE 24h, 55
(98,2%) fueron encontrados en la SE 1 h. Solo dejo de identificarse 1 caso.
Obteniéndose una sensibilidad de esta modificacion de 98,2% una especificidad de
93,8%, una Eficacia de 77,8% y un indice kappa de concordancia (k) de 0,920
(excelente) (Tabla 1). Al comparar la modalidad tradicional con la SE 6h los valores
de sensibilidad y especificidad fueron de 100%, eficacia de 77,8% y un K de 1,00
(concordancia perfecta. Esto debido a que los 56 casos positivos en SE 24h también
se encontraron en la SE 6 h. Un hallazgo a resaltar es que todos los casos negativos
en SE 24 h también estaban negativos en SE 6 h (Tabla 2).
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Gréfico 1
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Comparacion entre las tres variedades de la técnica de SE en el diagnostico de

Blastocystis spp. Habitantes de los Barrios Angosturita I, Moreno de Mendoza y

Cuyuni, Ciudad Bolivar, estado Bolivar, Venezuela. 2023
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Tabla 1

Comparacion entre las técnicas de SE 24 h (tradicional) y laSE 1 hen el
diagnostico de Blastocystis spp. Habitantes de los Barrios Angosturita 11,

Moreno de Mendoza y Cuyuni, Ciudad Bolivar, estado Bolivar, Venezuela. 2023

SE24h
SElh SI NO Total
n % n % n %
Sl 55 98,2 1 6,3 56 77,8
NO 1 1,8 15 93,7 16 22,2
Total 56 77,8 16 22,2 72 100,0

v*=60,89 g.l.=1 p<0,05 (S)
Sensibilidad (S); 98,2%; Especificidad (E): 93,8%; Eficacia (Ef): 77,8%
K: 0,920
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Tabla 2

Comparacion entre las técnicas de SE 24 h (tradicional) y la SE 6 h en el
diagnostico de Blastocystis spp. Habitantes de los Barrios Angosturita 11,

Moreno de Mendoza y Cuyuni, Ciudad Bolivar, estado Bolivar, Venezuela. 2023

SE24h
SE6h SI NO Total
n % n % n %
Sl 56 100,0 0 0,0 56 77,8
NO 0 0,0 16 100,0 16 22,2
Total 56 77,8 16 22,2 72 100,0

¥2=72,007 g.l.=1 p<0,05 (S)
Sensibilidad (S); 100,0%; Especificidad (E): 100,0%; Eficacia (Ef): 77,8%
K: 1,00



DISCUSION

Lo primero a destacar es que las 72 muestras analizadas habian resultado
positivas para Blastocystis spp. y con cargas parasitarias elevadas, sin embargo, 16 de
ellas resultaron negativas en la SE. Es necesario buscarle una explicacion a este
hallazgo, ¢como 16 muestras positivas en el examen directo van a resultar negativas
en una técnica de concentracion? Varias pudieran ser las razones: primero habria que
considerar un error de diagndstico (no era Blastocystis spp., lo cual se descarta de
inmediato conociendo la pericia del personal que realizd el diagnéstico. La segunda
explicacion tiene que ver con la fragilidad celular del parasito, pues se sabe que
muchos casos se pierden al ser sometida la muestra a técnicas de concentracion, es
por ello que se sugiere preservar antes de ejecutar alguna técnica de concentracion
fecal (Velasquez et al., 2005; Devera et al., 2008). Pero aun asi se perdieron muchos
casos, por lo que se pudiera plantear un error de preservacion (cantidad insuficiente

de formol, no se realiz6 la homogeneizacion, poca cantidad de heces usadas, etc.).

En el trabajo de Narr y Pérez (2017) se plantea otra posible explicacion para la
perdida de algunos casos de Blastocystis spp., ademas de la fragilidad celular pudiera
ser que la presencia de formas de cuerpo central pequefias (menores de 15 pum)
requieren de mas tiempo para que ellas sedimenten en especial si, la carga parasitaria
es baja. Esta no es la razon en este estudio pues de ser asi en la técnica tradicional de

24 horas habrian aparecido los casos.
Incluso pudieran plantearse otras explicaciones ademés del tamafio de la fase

predominante, como seria el genotipo del parasito ya que alguno en particular pudiera

ser mas fragil que otro.
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En el presente ensayo la variable a considerar fue el tiempo de sedimentacion
debido a que en otros estudios se han tenido resultados discordantes (Ferrer, 2017;
Narr y Pérez, 2017). Considerando solo en los 56 casos positivos se observa que las
tres modalidades de la SE presentaron el mismo rendimiento, siendo la diferencia de
apenas un caso, incluso dejando solo 1 hora las heces sedimentando lo que se deja de
diagnosticar en un caso. Esto se demuestra mateméaticamente ya que la sensibilidad,
especificidad y eficacia de las modificaciones de 1 h y 6 horas resultaron elevadas.
Ademas, la concordancia de resultados con la modalidad tradicional fue excelente

con SE 1 hy perfecta con SE 6 h.

Esos resultados demuestran que para Blastocystis spp. dejar sedimentando las
heces en esta técnica por apenas 1 hora es suficiente para tener un resultado confiable
y fidedigno. Esto tiene gran valor y relevancia pues una de las mayores limitaciones
de esta técnica ha sido el prolongado tiempo de sedimentacién (24 horas).

Sin embargo, el estudio tiene una limitante y es que solo se consideraron
muestras fecales con cargas parasitarias elevadas. Habria que hacer un estudio
comparativo usando heces con cargas parasitarias bajas. De acuerdo a los estudios
previos de otros autores ha sido justamente la baja carga parasitaria lo que
posiblemente llevo a resultados contradictorios (Ferrer, 2017; Narr y Pérez, 2017). Es
por ello que aqui se decidi6 solo usar heces positivas y con cargas parasitarias
elevadas, pues para otros enteroparasitos la SE ha demostrado que tiempos menores
de sedimentacién son suficientes para hacer el diagnéstico, el problema solo ha
ocurrido con Blastocystis spp. (Bartoli y Azocar, 2017; Ferrer, 2017; Narr y Pérez,
2017).

Desde su descripcion original en 1919, diversos autores han empleado entre 1y
24 horas para dejar sedimentando las heces en la técnica de Lutz (Lutz, 1919;
Hoffman et al., 1934; Coura y Conceicdo, 1974; Chaves et al., 1979; Amatto Neto y
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Corréa, 1980; Rey, 2001; Oliveira Menezes et al., 2013). Sin embargo, 24 horas
parece ser el tiempo ideal (Rey, 2001). Los resultados del estudio aqui realizado
demuestran que, para Blastocystis spp. cuando las carga parasitarias son elevadas,
dejar sedimentando las heces por tan solo una hora es adecuado para obtener un

resultado similar estadisticamente a que se obtiene con 24 horas.

Andrade (2010) y Oliveira Menezes et al. (2013), sostienen que para parasitos
pequefios (protozoarios) es necesario que las heces sedimenten mas tiempo y por eso
deberian dejarse por 24 horas. Los protozoarios (y también el cromista Blastocystis
spp.) son particulas méas pequefias y de menor peso y requieren por lo tanto de mayor
tiempo para sedimentar que por ejemplo los huevos de helmintos (Naar y Perez,
2017).

En Peru, se emplea una modificacion de la técnica de SE usando tubos cdnicos
y dejando sedimentar las heces por solo 45 minutos (Tello y Canales, 2000). Se le
denomina técnica de sedimentacidon espontanea en tubo (TSET). De acuerdo a los
multiples estudios realizados en ese pais con dicha técnica, pareciera que tan solo 45
minutos es suficiente para que ocurra el proceso de sedimentacion tanto para
helmintos como para protozoarios (Tello y Canales, 2000; Maco Flores et al., 2002;
Pajuelo et al., 2006; Rodriguez Ulloa y Rivera-Jacinto, 2011; Tello et al., 2012). Esa
TSET ha mostrado ser util para evidenciar protozoarios y Blastocystis spp.
(Machicado et al., 2012).

La principal ventaja de la técnica de SE modificada usando menor tiempo (1 hy
6 horas) de sedimentacion es que presentd una eficacia y rendimiento diagndstico
similares a la modalidad tradicional empleando 24 horas. Una segunda ventaja es que
se acorta el tiempo en el cual se puede obtener un resultado siendo éste seguro y
confiable, lo cual redunda en beneficios terapéuticos para el paciente. Finalmente,

también se podria considerar una ventaja de tipo economica para el laboratorio que
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realiza el andlisis pues se estd empleando menos tiempo para el analisis de una

muestra y proporcionando resultados en menor tiempo.

Se concluye que las modificaciones de la SE usando 1 h y 6 h tuvieron un
rendimiento similar que la variedad tradicional de 24 horas para el diagndstico de
Blastocystis spp. partiendo de muestras positivas y con cargas parasitarias elevadas.



CONCLUSIONES

El tiempo de sedimentacién no influyo en la positividad de la técnica de SE de
Lutz en el diagnostico de Blastocystis spp. en heces preservadas en formol y con

cargas parasitarias elevadas.

La técnica de Lutz modificada propuesta en este estudio, la cual consistié en
dejar el proceso de sedimentacién por 1 hora y 6 horas, presentaron altas sensibilidad,
especificidad y eficacia diagndstica comparado con la técnica de Lutz tradicional de
24 horas.
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Anexo 1

Combinacion binaria entre los resultados probables obtenidos en una

determinada prueba y el diagndéstico verdadero con la prueba estdndar o patrén

oro.
Prueba a Prueba estandar
usar Positivo Negativo
Positivo Verdaderos positivos Falsos Positivos
A B
Negativo Falsos Negativos Verdaderos Negativos
C D

Fuente: Ferreiray Avila, 1996.

Existe una serie de pardmetros que pueden ser calculados cuando se quiere
determinar la utilidad de una determinada prueba o técnica diagndstica. Para
explicarlos se tiene que partir de una tabla de doble entrada como la mostrada arriba.
Alli se muestra los resultados obtenidos con dos técnicas o pruebas diagndsticas. La
técnica de reconocida eficacia (patron de comparacién) se coloca a la derecha

mientras que la que se desea evaluar se coloca a la izquierda (Ferreira y Avila, 1996).

La Sensibilidad (S) de esa prueba puede ser definida como el porcentaje de
individuos con esa prueba positiva (o alterada) que tiene la prueba estandar positiva,
es decir:

S =A/A+C

La Especificidad (E) es el porcentaje de individuos con esa prueba negativa (o

no alterada) que tiene la prueba estandar también negativa, es decir: E = D/B+D
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La Eficiencia (Ef) de esa prueba es la relacion entre la suma de los resultados
verdaderamente positivos y resultados verdaderamente negativos con la poblacion

estudiada.

Utilizando los datos de la tabla 1, eficacia es: Ef = A+B/A+B+C+D

También pueden ser calculados los valores Predictivos (Positivo o Negativo) de
una determinada prueba. El valor predictivo positivo (VPP) de la prueba se refiere a
la probabilidad de que ésta sea positiva (o alterada) en presencia de la prueba estandar
positiva, es decir:

VPP =A/A+B
De la misma manera el valor predictivo negativo (VPN) es la probabilidad de
que esa prueba resulte negativa (no alterada) siendo la prueba patrén también

negativa. Es decir:

VPN = D/C+D
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DERECHOS

De acuerdo al articulo 41 del reglamento de trabajos de grado (Vigente a partir del 11 Semestre 2009,
segin comunicaciéon CU-034-2009)
“Los Trabajos de grado son exclusiva propiedad de la Universidad de Oriente y solo podrin ser
utilizadas a otros fines con el consentimiento del consejo de niicleo respectivo, quien lo participari al
Conscjo Universitario “
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