TECNICAS DE LARORATORIO

NUEVO METODO PARA OBTENER CULTIVOS DE AMEBAS
A PARTIR DE MUESTRAS DE HECES QUE CONTENGAN
QUISTES Y ESTEN CONTAMINADAS POR BLASTOCYSTIS

HOMINIS
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La obtencién de cultivos puros de Entamoeba histolytica o Entamoe-
ba coli, a partir de muestras de heces que contengan quistes de esos pa-
rasitos, es muy dificil cuandc en ellas se encuentran también Blastceystis
hominis, porque éstos desarrollando rapidamente en los medios de culti-
vo, modifican el Ph, haciéndolo impropio para el desarrollo de las amebas.

Por otra parte, si tenemos presente que el 75.39% de las muestras
de heces en nuestro pais scn portadoras de Blastocystis, facil sera darse
cuenta de las dificultades con que se tropieza para la obtencién de cul-
tivos puros de amebas. Dificultades con las que no solo nosctros hemos
tropezado, sino también, todos aquellos que trabajan en el cultivo de
amebas. De alli que, muchos investigadores hayan propuesto diferentes
métodos para la obtencién de cultivos de amebas a partir de muestras
con quistes de E. hisfolyca y Blastocystis.

DoBELL demostré que, cuando las formas vegetativas de E. histo-
Iytica son expuestas a la accion del acido clorhidrico N/20, de media a
una hora, a temperatura del laboratorio, mueren; mientras los quistes so-
portan esta concentracién por varias horas. Esta resistencia de las for-
mas quisticas a la accién del HC1 N/20 la aproveché DoBELL para ob---
tener cultivos a partir de muestras de heces con formas quisticas que es-
tuvieran contaminadas por Blastocystis, ya que estos dltimos no soportan
la accién del'HC1 a esa concentracién 30 minutos.

Nosotros empleames una solucién de acido clerhidrico al 20 9%, la
cual mezclada cen las heces que contengan los quistes y Blastocystis, se
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filtra a través de una gasa para separar las particulas grandes; el filtrado
se lo deja reposar 20 minutos, al cabo de los cuales se centrifuga, se decan-
ta el sobrenadante y el sedimento se lava dos veces con agua destilada, El
sedimento resultanie del sequndo lavado se siembra en los medios espe-
cizles de cultivo: el medio de CLrvEraND {1}, el medio de DoserL {2},
ele., para E, Ristolytica o el medio que presceibimos cuando se trata de
E. coli {3), colocindose a la estufa a 37°%.

Los tubos de medio sembrados deben ser revisados diariamente, v si
a las 24 & 48 horas no hay desarrclic, deben dejarse en Ia estufa 72 6 96
horas, a fin de percatarse con toda seguridad, de si hay o no desarrollo;

" asi, mientras las cepas Nos. 1150 y 1181 fueron positivas a las 72 hs.,
faz Neos, 352 v 11 121 lo fueron a las 96 hs.

Este procedimiento lo empleamos por primera vez ccn la muesiza
"de heces N¥ 1150 que presentaba gran cantidad de quistes de E. Aisto-
lytica v Blastocystis. obteniendo el primer cultivo puro de amebas por es-
Le método. Aplicado nuestro procedimiento a la muesira N* 1181 que te-
nia muy pocos gquistes de E. hisfolytica v gran cantidad Je Blasireystis,
cbtuvimos el segundo cultive puro de amebas.

Con este procedimiento hemos conseguido 100 % de positividad en
1z obtencién de cultives de E. histolytica.

Ahora bien aplicando ¢l mismo métcdo a las muestras portadora& de
quistes de E. coli contaminadas con Blastocystis, nos did tan buenos re-
sultados como cuando fué aplicada a las que tenian quistes de E. histo-
fytica, consiguiendo 93.3 % de positividad, como puede verse en el cua~
dro Ne 1,

Ceon el chieto de determinar el tiempo gue necesita una muestra de
heces estar sometida a la accién del HCI al 20 % para destruir a los
Blastocystis sin que se afecten los quistes de E. histolytica o de E. coli.
hicimos una serie de prucbas ¢con la muestra N° 35.2, portadora de quis-
tes de E. histolytica y de Blastocystis, dejanda actuar al HC1 al 20 %
por espacio de 5, 10, 15 vy 20 minutos respectivamente; al cabo de este
tiempo se centrifugd, vy el sedimento lavade 2 veces con agua destilada
se sembr6 en 2 tubos del medio de Cleveland modificado por nosotros (4).
Como control de las prechas antes mencionadas se sembré la misma mues-
trtz que no habia sufrido la accion del HC1 en un tubo del mismo medio.
Los 9 tubcs Fueron puestos a la estufa a 37°c. A las 24 hs. el tubo con-
trol presentaba abundante desarrollo de Blastocystis, mientras. los tubos
«de las pruebas de 3, 10, 15 y 20 minutos respectivamente no lo presen-
taban.
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A las 48 hs., mientras los tubos correspondientes a las 4 pruebas se-

guian pegativos, el tubo control presentaba gran cantidad de Blas‘ocys-

tis. A las 72 hs., comenzaron a aparecer fcrmas vegetativas de E. his-

folytica en los tubos correspondientes a las 4 pruebas sin Blastocystis,
en tanto que el tubo control solo presentaba Blastocystis.

CUADRO Ne |

Muesira Ne ! Examen parasitoldgico Cultivo Tiemwpo
1150 Quistes -de E. histol. y Blastocystis. + + + ' 72 hrs.
L181 B " +++ 72 hrs.
352 - wow o om " " ++ + 96 hrs.
452 T, " o+ 4+ 72 hrs.
1208 : " o - " +++ 72 hrs.
1216 - o - " + 4+ + 72 hrs.
1248 v e w . " + + + . 48 hrs.
1249 " . e e " " +++ 48 hrs,
u1zi . o b " " +++ 96 hrs.
1Et37 " .o " W . + 44 | 48 hrs.
1233 Quistes de E. Coli vy Blastocystis +++ 72 b
1221 - o " . + 4+ + 72 hrs.
1323 e e . +4+4+ | 96 hrs.
100.2 e e . —-—— 96 hrs.
2557 e e e . +++ 72 hrs.
2558 . e e . . +—++ 48 hrs.
2610 " o .- . + 4+ + 72 hrs,
2612 . . | +++ 48 hrs.
P.3 v m e " " + 4+ 4+ 72 hrs.
EM4i " o e " - +++ 72 brs.
EM48 " . o om " " ‘ + ++ 096 hrs.
EMS51 b e . +++ 72 hrs.
EM58 " g om " " + 4 72 hrs.
2851 " w o e " " + 4+ + 72 hrs.
2862 . v e ww " +++ 96 hrs.

A las 96 hs. se pudo apreciar un abundante desarrollo de formas ve-
getativas de amebas en los tubos de las 4 pruebas, mientras en el tubo
control solo se apreciaban Blastocyslis. {Cuadro N¢ 2).

Como ¢n las pruebas antes citadas, la solucién de HC1 al 20 % de-
jara una muestra libre de Blastccystis a los 5 minutos, quisimos determi-
nar el menor tiempo de exposicién de las muestras de heces frente al
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HC1 al 20 % vy con tal objeto utilizamcs una nueva muestra del caso
35.2 portadora de gran cantidad de guistes de E. hisfclydica y de Blasto-
Cifstis, :

Con esta nueva muestra se repitieron las pruebas amteriores, dejan-
do actuar la solucién de HC al 20 %:: 1, 2, 3, 4 v 5 minutos, observan-
dese que a las 24 hs., los tubos sembrados con la muestra que habia su-
frido la accién del HCI1, 1 v 2 minutos, presentaban uno que otro Blasto-
cystis, mientras que los tubos correspondientes a fas pruebas de 3, 4 vy 5

CUADRO Ne 2
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minutos no lo presentaban, en cambio, el control tenia gran cantidad de
Blastocystis. A las 48 hs., mientras los tubos de las pruebas de 3. 4 y
3 mwinutos, sequian libres de Blastocystis, los correspondientes a las prue~
bas de 1 v 2 minutos vy el centrol, presentaban gran cantidad de Blasio-
egystis. A las 72 hs. se observéd lo mismo que a las 48 hs., en lo que res-
pecta a los Blastocystis, notandose la presencia de formas vegetativas de
amebas en log tubos de 3. 4 v 5 minutos. A las 96 hs. ze podia apre~
ciar gran cantidad de amebas en los tubos de 3, 4 y 5 minutos. (Cua-
dro N¢ 3}.
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En esta forma se puede cbtener cultivos purcs de E. Ristolytica o de
E. coli: ya que la solucién de acido clorhidrico al 20 % destruye rapida-
mente a los Blastocystis, no asi a los quistes de las amebas, los que resis-
ten admirablemente la accién del HC1 a la concentracién que nosotros

utilizamos.
CUADRO N¢ 3
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CONCLUSIONES

1. Exponemos upz nueva técnica para la obtencion de cultives de
amebas: histolytica o coli, a partir de formas quisticas contaminadas por

Blastocystis.

2. La solucién de acido clorhidrico al 20 % destruye rapidamente a
los Blastocystis sin afectar la vitalidad de los quistes.
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