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RESUMEN

Blastocystis es un cromista que puede ser hallado en el tracto intestinal de animales
y humanos y que ha pasado a ser considerado un patógeno emergente y de potencial
zoonótico. El objetivo del trabajo fue comparar la eficacia de tres medios de cultivo in
vitro, considerados como apropiados para el desarrollo del Blastocystis: Jones, Pavlova
y Boeck-Drbohlav modificado (MBDM). Se utilizaron 54 muestras de heces de cerdos
diagnosticados como positivos a Blastocystis por el método de sedimentación espontá-
nea. El número de microorganismos inoculados fue clasificado como alto, intermedio y
bajo. Las muestras fueron cultivadas por duplicado en los tres medios y al cabo de 72 h
de incubación se procedió al recuento de microrganismos con la cámara de Neubauer.
Los resultados indicaron que el medio Jones fue el más eficiente, seguido de los medios
Pavlova y MBDM; asimismo, se obtuvieron mejores resultados en el cultivo cuando el
nivel de microrganismos fue bajo. La forma quística fue la más comúnmente observada en
las muestras de heces, mientras que en los medios de cultivo fue la vacuolar, seguida de
la forma granular.
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ABSTRACT

Blastocystis is a chromist that can be found in the intestinal tract of animals and
humans, and is currently considered an emerging pathogen with zoonotic potential. The
aim of this study was to compare the efficacy of three in vitro media culture which are
considered appropriate for the development of Blastocystis: Jones, Pavlova and Boeck-
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Drbohlav modified (BDM). It was used 54 stool samples from Blastocystis positive pigs
diagnosed by the spontaneous sedimentation technique. The number of microorganisms
inoculated was divided in three categories: low, intermediate and high. Each sample was
cultivated for duplicate in the three media and after 72 hours of incubation the pathogens
were counted using the Neubauer chamber. Results showed that the Jones media was the
more efficient, followed by Pavlova and BDM; moreover, better results were obtained
when the level of microorganisms was low. The cystic form was the most commonly
observed in stool samples, whereas in culture media was the vacuolar followed by the
granular form.

Key words: Blastocystis spp, pigs, in vitro culture, inoculum

INTRODUCCIÓN

Blastocystis spp son enteropatógenos
que habitan el tracto intestinal, tanto de ani-
males como de seres humanos. Los anima-
les silvestres y domésticos son considerados
como reservorios (Abe et al., 2002). Este
microorganismo no parece ser muy patóge-
no en animales (Tan, 2008), aunque en hu-
manos ha pasado a ser considerado un pató-
geno emergente, después de muchos años de
ser considerado como habitante normal de la
flora intestinal (Tan et al., 2010).

La clasificación taxonómica de este
microorganismo ha sido incierta por muchos
años. A finales de los ochenta, mediante la
secuenciación génica de la subunidad menor
ribosomal del ARN (ssARNr) (Stensvold et
al., 2007), se demostró que debería ocupar
un lugar dentro del Reino Chromista, en el
que también se encuentran diatomeas,
oomicetos y algas marrones (Johnson et al.,
1989). De acuerdo a la nueva clasificación,
Blastocystis no es un hongo o protozoo, como
antes se asumía, siendo el primer cromista
conocido que parasita al humano (Tan et al.,
2002).

Microorganismos del género Blasto-
cystis se han descrito desde los inicios del
siglo veinte, pero recién en los últimos años
se han hecho avances en el entendimiento de
su biología. Debido a su naturaleza
polimórfica y a la falta de estandarización de

técnicas para su diagnóstico, existe confu-
sión e interpretación errónea de los resulta-
dos (Tan et al., 2010). Además, continúan
las controversias relacionadas a los ciclos de
vida propuestos, mecanismos de transmisión
y patogenicidad, así como sobre la naturale-
za propia del microorganismo y su papel como
patógeno primario (Tan, 2008).

Blastocystis muestra una marcada va-
riabilidad morfológica, mide entre 5 a 40 µm,
carece de pared celular, y contiene
mitocondrias, aparato de Golgi, y retículo
endoplásmico liso y rugoso. Las formas re-
conocidas del microorganismo son la forma
vacuolar, granular, ameboide y quística (Tan
et al., 2010). También se encuentran otras
formas menos frecuentes, como células
avacuoladas y multivacuoladas, aunque no se
sabe con exactitud los fenómenos que propi-
cian la variabilidad en su morfología (Stenzel
y Boreham, 1996). La forma vacuolar es la
que abunda en los cultivos celulares (Zierdt,
1991), la forma granular es comúnmente vis-
ta en cultivos tratados con antibióticos
(Stenzel y Boreham, 1996) y la forma quística
se observa mayormente en muestras de he-
ces (Chen et al., 1999).

Este enteropatógeno exhibe una gran
diversidad genética, habiéndose identificado
nueve subtipos (ST) o genotipos (Stensvold
et al., 2007). El hombre puede ser hospedador
de diferentes ST de mamíferos (subtipo 1),
primates y cerdos (subtipo 2), roedores
(subtipo 4), bovinos y cerdos (subtipo 5) y de
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aves (subtipos 6 y 7) (Noel et al., 2005). Las
personas que laboran en estrecho contacto
con animales tienen una probabilidad mayor
de infección con Blastocystis. Esto ha sido
demostrado en guardianes de zoológicos
(Parkar et al., 2011) y trabajadores de gran-
jas de cerdos y aves (Rajah Salim et al., 1999).
Además, ha sido identificado en asociación
con la enfermedad inflamatoria del intestino
y el síndrome del colon irritable (IBS)
(Giacometti et al., 1999), ambas enfermeda-
des gastrointestinales crónicas, de causas
desconocidas y comunes en países desarro-
llados.

Existen varios métodos para la detec-
ción de Blastocystis spp en muestras de he-
ces, que incluyen técnicas de concentración
(suspensiones salinas, concentración con
formol-éter), de coloración (tinción de
Romanowsky, coloración permanente de
frotis fecales fijadas con solución de acetato
de sodio-ácido acético-formol), cultivo in
vitro (Suresh y Smith, 2004), además de ex-
tracción y amplificación de ADN mediante
una reacción en cadena de la polimerasa
(PCR) (Stenzel y Boreham, 1996). No obs-
tante, son los cultivos los considerados como
«Gold Standard» para su detección ya que
proporcionan suficiente ADN para llevar a
cabo una tipificación molecular (Menounos
et al., 2008).

Blastocystis spp pueden obtenerse de
cultivos bifásicos o monofásicos (Clark y
Diamond, 2002). Entre los medios idóneos
para este enteropatógeno está el medio
bifásico de Boeck-Drbohlav (MBDM), que
contiene una fase líquida constituida por una
solución tamponada y suero inactivado (bo-
vino, caballo, conejo o humano (Zierdt, 1991;
Lanuza et al., 1997). El medio de Jones es
un medio monofásico ampliamente utilizado
por su relativa simplicidad en la preparación
y exigencias mínimas de mantenimiento
(Jones, 1946; Suresh y Smith, 2004), y el
medio de Pavlova, otro medio monofásico,
descrito por algunos autores como de elec-
ción (De Martinez et al., 1996; INS, 2003;
Zerpa et al., 2000), aunque sus ventajas com-

parativas no han sido claramente demostra-
das.

Debido a la importancia que ha cobra-
do el Blastocystis como patógeno emergen-
te, se están desarrollando distintas líneas de
investigación, donde se requiere disponer de
un gran número de estos microorganismos,
ya sea para el desarrollo de modelos de in-
fección experimental, preparación de
antígenos para pruebas inmunodiagnósticas
y elaboración de vacunas, así como para el
desarrollo de pruebas moleculares de diag-
nóstico y genotipificación. El objetivo del pre-
sente estudio fue comparar la eficacia de tres
medios de cultivo in vitro para el desarrollo
de Blastocystis spp.

MATERIALES Y MÉTODOS

Material Biológico

Se utilizaron 54 muestras de heces po-
sitivas a Blastocystis spp, colectadas en abril
de 2010 de cerdos criados en traspatio en el
departamento de Tumbes, Perú, como parte
de otro estudio cuyo objetivo fue evaluar la
prevalencia de enteropatógenos y de cisticer-
cosis porcina. Las muestras se trasladaron
en refrigeración a la Facultad de Medicina
Veterinaria de la Universidad Nacional Ma-
yor de San Marcos, Lima.

Las muestras positivas a Blastocystis
fueron identificadas con la prueba de sedi-
mentación espontánea, siguiendo el protoco-
lo descrito por Pajuelo-Camacho et al.
(2006). Se seleccionaron las muestras que
resultaron positivas a cualquiera de las for-
mas reconocidas del microorganismo
(vacuolar, granular, ameboide y quística), se-
gún las descripciones hechas por Tan et al.
(2010). Los sedimentos se colocaron en tu-
bos de 2 ml y se almacenaron a 4 °C. A los
60 días, las muestras se homogenizaron y se
diluyeron 1:10 con agua destilada, para luego
cuantificar los organismos con una cámara
de Neubauer (N° de Blastocystis/ml = N° de
células x 5 x Factor de dilución x 104). Las
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muestras fueron inmediatamente cultivadas
en los tres medios. El recuento de Blasto-
cystis spp al finalizar el cultivo se realizó si-
guiendo las mismas direcciones que para la
cuantificación del inóculo a partir de los sedi-
mentos.

Medios de Cultivo

a) Medio Boeck-Drbohlav modificado
(MBDM). En la preparación de este me-
dio, que consta de una fase líquida com-
puesta por la solución de Locke y otra
sólida compuesta por la coagulación de
huevos, se siguió el protocolo descrito por
Lanuza et al. (1997).

b) Medio Pavlova. Se siguió el protocolo
descrito en el Manual de Procedimientos
para el Diagnóstico de Laboratorio de los
Parásitos Intestinales del Hombre (INS,
2003).

c) Medio Jones. Se siguió el protocolo des-
crito por Jones (1946).

Inoculación y Recuento

Las muestras fueron homogenizadas
con solución salina isotónica y se inocularon
500 µl, por duplicado, en cada uno de los
medios de cultivo (MBDM, Pavlova y Jones).
Se incubaron a 37 °C durante 72 horas, y
luego se hizo el recuento de los microor-
ganismos en la cámara de Neubauer, para lo
cual se realizó una dilución de 1:10 con agua
destilada, siguiendo el procedimiento descri-
to para las muestras de heces.

Análisis de Datos

El número de Blastocystis inoculados
fue clasificado en tres categorías (bajo, in-
termedio y alto) para evaluar si la cantidad
de microorganismos ejercía algún efecto so-
bre la cantidad de microorganismos resultan-
tes. Los tres grupos fueron equidistantes en-
tre sí (<750 x 103, 751 x 103 a 1500 x 103 y
1501 x103 a 2500 x103).

Se utilizó la prueba de Shapiro Wilk para
determinar si el recuento de microorganismos
seguía la distribución normal, y en caso con-
trario, los datos serían transformados a
logaritmo en base diez. Las diferencias entre
medios de cultivo se determinaron mediante
la prueba de análisis de varianza, utilizando el
programa estadístico Stata 10®.

RESULTADOS

Los resultados no seguían una distribu-
ción normal según la prueba de Shapiro Wilk
(z=3.633, p=0.0001). Los datos fueron trans-
formados a logaritmo en base diez consiguién-
dose una distribución normal (z=0.039,
p=0.5156).

Se logró el crecimiento de Blastocystis
en los tres medios de cultivos. La media del
número de microorganismos inoculados fue
de 0.92 x 106 (IC 95%: 0.84 x 106 a 1.00 x
106) y la media obtenida luego del cultivo fue
de 3.34 x 106 (IC 95%: 2.72 x 106 a 3.96 x

Cuadro 1. Número de inóculos de Blastocystis spp empleados, según los cantidades de 
microorganismos presentes 

 

Inóculo  N.° Media Mínimo Máximo 

Bajo 29 0.53 x 106 0.25 x 106 0.75 x 106 

Intermedio 19 1.13 x 106 0.88 x 106 1.50 x 106 

Alto 6 2.14 x 106 1.75 x 106 2.50 x 106 
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106). En el Cuadro 1 se muestra el número
de inóculos utilizados y las cantidades pro-
medio de Blastocystis spp en las muestras
de heces, según las tres categorías de con-
centración del enteropatógeno.

Las medias del número de microor-
ganismos obtenidos por medio de cultivo y
según el nivel de concentración se muestran
en el Cuadro 2. Se encontró diferencia esta-
dística entre medios (F=20.55, p=0.000). Asi-
mismo, se encontraron diferencias entre las
categorías del inóculo (F=14.39, p=0.000),
obteniéndose los mejores resultados en el
medio Jones cuando el número de microor-
ganismos era más bajo (Fig. 1).

La forma de Blastocystis spp más fre-
cuentemente observada en las muestras de
heces fue la quística, generalmente sin mem-
brana externa, mientras que en los medios de
cultivos Jones y Pavlova fue la vacuolar (Fig.
2). La segunda forma más frecuentemente
observada en las muestras cultivadas fue la

granular, especialmente en el medio MBDM.
Además, en los medios Jones y MDBD se
encontraron quistes, tanto de membrana grue-
sa como de membrana delgada, aunque este
hallazgo fue poco común.

DISCUSIÓN

Los estudios iniciales realizados con
cultivos de Blastocystis mostraban que este
no crecía en medios que se utilizaban para
cultivar amebas; sin embargo, se demostró
que podía desarrollar en el medio MBDM y
en el medio Jones, ambos utilizados para
Entamoeba histolytica (Jones, 1946). En
estos se utilizó una temperatura de 37 °C, pH
entre 7.0 a 8.0 y la presencia de una flora
bacteriana mixta, como Escherichia coli,
Bacteroides spp, Streptococcus spp y
Micrococcus spp, de allí que se pensara que
Blastocystis poseía una naturaleza ameboide
(Zierdt et al., 1967; Zierdt y Williams, 1973).

Figura 1. Distribución de las medias del número de Blastocystis spp transformados a logaritmo
en base 10 antes y después del cultivo, y por medio de cultivo
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El diagnóstico de infecciones por
Blastocystis spp se basa usualmente en un
examen microscópico de una extensión de
heces o después de algún método de con-
centración. En este sentido, el cultivo in vitro
puede incrementar la sensibilidad de tales
métodos. Cuando se analizan muestras de
heces, ya sea utilizando el medio Jones, ex-
tensiones fecales o concentración de heces
con formalina-acetato de etilo, el cultivo en
el medio Jones resulta ser el método más sen-
sible en detectar Blastocystis (Leelayoova et
al., 2002).

Cuando se compara el medio MBDM
con microscopía de tinciones con hematoxilina
férrica y con la prueba de PCR, los resulta-
dos no son tan eficientes como la prueba de
PCR, pero supera con creces a la tinción
hematoxilina férrica. Por tanto, se debe te-
ner en cuenta que los medios de cultivos son
necesarios para mejorar el diagnóstico y que
la microscopía sola posee una baja sensibili-
dad cuando se usa como única modalidad de
diagnóstico para la detección de Blastocystis
spp (Roberts et al., 2011).

En el presente estudio se comparó el
crecimiento in vitro de Blastocystis en los
tres medios de cultivo más utilizados para su
diagnóstico. El medio Jones resultó ser el
mejor, en cuanto al número de microor-

ganismos obtenidos, seguido del medio
Pavlova. Asimismo, las formas vacuolares
fueron las más frecuentes, seguido de for-
mas granulares y en menor proporción de
formas quísticas. Estos hallazgos concuerdan
con otros estudios (Ho et al., 1993; Lanuza
et al., 1997; Leelayoova et al., 2002; Roberts
et al., 2011), los cuales reportan la forma
vacuolar como predominante en los medios
de cultivo.

Los resultados obtenidos en el presente
trabajo con el medio Jones se atribuyen, pro-
bablemente, a que este medio no contiene
antibióticos. Por otro lado, la concentración
de antibióticos en el medio Pavlova fue me-
nor que en el medio MBDM. Es posible que
este factor haya inhibido a microorganismos
como bacterias y levaduras necesarios en el
metabolismo de nutrientes esenciales para el
crecimiento de Blastocystis spp (Zierdt, 1991;
Stenzel y Boreham, 1996).

Es probable que sustancias como el ex-
tracto de levadura y el almidón, presentes en
los medios Jones y Pavlova, hayan
influenciado como fuentes de nutrientes esen-
ciales en el desarrollo del Blastocystis. El
extracto de levadura proporciona nitrógeno
orgánico, compuestos de carbono y elevadas
concentraciones de vitaminas del complejo
B (Tortota et al., 2007). Por otro lado, la pre-

Figura 2. Blastocystis spp. (A) Formas vacuolares en medio Jones a las 72 horas (400X); (B)
Formas granulares en medio MBDM a las 72 horas (400X)
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sencia del almidón es necesaria para el apro-
vechamiento del extracto de levadura, según
se comprobó en el cultivo in vitro de
Entamoeba hystolitica (Robinson, 1968).

Es frecuente que los medios de cultivo
se complementen con suero animal entre 2 y
20%. El aporte del suero es fundamental para
el desarrollo de los cultivos, dado que propor-
cionan factores de crecimiento y elementos
mitogénicos, además de un ambiente muy
estable para el crecimiento celular. El suero
presenta, no obstante, ciertos inconvenientes,
tales como la posible aparición de agentes
contaminantes y la falta de homogeneidad del
producto. En el presente estudio se trabajó
con el medio suplementado con 5% de suero
equino, siguiendo el protocolo original descri-
to por Jones (1946), aunque hay otros estu-
dios que han utilizado el medio Jones suple-
mentado con 10% de suero equino (Moe et
al., 1999), pero sin justificar su aumento pro-
porcional.

Por lo observado en los resultados fina-
les, se puede inferir que los microorganismos
se reprodujeron con diferentes tasas de cre-
cimiento, evidenciando que cantidades me-
nores de microorganismos inoculados en un
medio enriquecido pueden aprovechar con
mayor eficiencia la mayor cantidad de
nutrientes disponibles. Además, estudios lle-
vados a cabo por Lanuza et al. (1997), des-
criben la caída de la curva de crecimiento del
Blastocystis a partir de las 72 horas, fenóme-
no que fue observado en el presente estudio.

El volumen en el medio Pavlova fue
mayor que en los otros dos medios, lo cual
aunado a la menor turbidez facilitaba el re-
cuento de los microorganismos. En cambio,
en el medio Jones, el cual presentó la mayor
concentración de Blastocystis spp, se difi-
cultó el recuento celular al microscopio. Por
último, al momento de empezar el trabajo se
necesitaba conocer el tiempo disponible para
empezar el cultivo y se contaba con la infor-
mación que estos microorganismos solo eran
capaces de sobrevivir durante dos meses a

temperatura de refrigeración (Yoshikawa et
al., 2004). Sin embargo, al final del estudio
se pudo observar que los quistes permane-
cieron viables en las muestras de heces al-
macenadas a 4 °C durante más de nueve
meses. Es muy probable que al ser cromistas,
disponer de bacterias en su medio y estar en
mayor proporción en su forma quística les
haya permitido permanecer viables durante
mucho tiempo.

CONCLUSIONES

 El medio de cultivo más eficiente para
Blastocystis spp fue el medio Jones.

 Se observó diferencia significativa en el
recuento celular de los cultivos por efecto
de la concentración inicial de
Blastocystis spp en los inóculos
(p<0.05).

 La forma celular más frecuente en las
muestras de heces fue la quística, mien-
tras que en los cultivos fue la forma
vacuolar.
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