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Blastocystis sp. esta considerado uno de los parasitos mas prevalentes en muestras
fecales humanas en todo el mundo. En el presente trabajo se ha realizado un estudio
epidemioldgico y molecular para investigar su prevalencia y diversidad genética en pacientes
con sintomas gastrointestinales pertenecientes al area sanitaria 3 de Zaragoza-Espafia y
diagnosticados en el Servicio de Microbiologia y Parasitologia del Hospital Clinico Universitario
Lozano Blesa de esta ciudad. Por una parte, se ha realizado un estudio de casos y controles
(1:9.89, ~ 10) en el que se analizaron un total de 6.087 muestras fecales recogidas en 3.682
pacientes entre el 1 de enero y 31 de diciembre de 2018, investigando la presencia de
Blastocystis sp. y otros patégenos intestinales mediante técnicas microscépicas y
microbioldgicas. En todos los pacientes se recogieron ademdas variables demograficas,
antopromeétricas y médicas, con el fin de determinar su posible asociacién con la infeccién por
Blastocystis sp. Tras el diagndstico microscépico se ha detectado una elevada prevalencia de
este microorganismos (9,2%), siendo el pardsito mas prevalente en la zona de estudio y el Unico
identificado en la mayoria de pacientes infectados. Se ha observado que la probabilidad de estar
infectado es signficativamente mayor en individuos de bajo peso y en aquéllos que procedian
de América Central y del Sur, y especialmente de Africa. Entre las variables asociadas
positivamente a la infeccidn por Blastocystis sp. también se incluyen determinados sintomas
gastrointestinales (dolor abdominal, anorexia, halitosis), junto con la presencia de eosinofilia
relativa, co-infecciones con bacterias patdgenas, padecimiento de diabetes tipo 2 o
administracién de determinados tratamientos inmunosupresores. Por el contrario, no se
observd una relacidn estadistica con otros sintomas como presencia de diarrea o fiebre, ni

tampoco con procesos como el sindrome de colon irritable.

En una segunda fase se ha realizado un estudio molecular de las muestras positivas a
Blastocystis sp. con el fin de identificar los subtipos del parasito circulantes en la poblacion
objeto de estudio e investigar su filogenia, diversidad genética y grado de homologia con
aislados de origen humano y animal depositados en GenBank®. Para ello se ha utilizado un
protocolo de PCR que amplifica un fragmento del gen de SSU-rRNA de ~ 479bp. Este fragmento
contiene una region variable que permite el subtipado tras secuenciacién Sanger y posibilita el
anadlisis filogenético. En total se identificaron cuatro subtipos, incluyendo las variantes ST3
(34,7%) y ST2 (34,1%), junto con dos subtipos minoritarios (ST1 y ST4) que fueron observados
con idéntica frecuencia (15,6% cada uno). En algunos pacientes se identificaron infecciones
mixtas en los subtipos ST1 y ST2, que fueron evidenciadas por la presencia de picos dobles en

trazos de los cromatogramas, lo que indica que un mismo hospedador puede estar infectado
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por multiples subtipos. El analisis de las secuencias también ha revelado la presencia de alelos
de Blastocystis sp. no descritos previamente, siendo destacable que algunas secuencias fueron
idénticas a otras de origen humano y especialmente de diversas especies animales depositadas
en GenBank®, lo que apoyaria el caracter zoonético potencial de este parasito. Finalmente, cabe
destacar los hallazgos del estudio filogenético por Neighbor Joining, que revela la alta
variabilidad de los subtipos ST1 y ST2, lo que sugiere su origen polifilético o un proceso evolutivo
mas largo en el tiempo. La variabilidad es por el contrario mucho menor en las secuencias de
subtipos ST3 y especialmente ST4, lo que apoyaria su origen monofilético y transmision mas
reciente a humanos. El objetivo de este trabajo de investigacion es profundizar en el
conocimiento de la epidemiologia clinica y molecular de la infeccién por Blastocystis sp.,
mediante un estudio de casos y controles en pacientes con sintomas gastrointestinales
pertenecientes al drea sanitaria 3 de Zaragoza, utilizando para ello técnicas microscopicas y

moleculares.

ABSTRACT

Blastocystis sp. is considered one of the most prevalent parasites in human fecal
samples worldwide. In this study, an epidemiological and molecular investigation was conducted
to determine its prevalence and genetic diversity in patients with gastrointestinal symptoms
from the 3rd health area of Zaragoza, Spain, who were diagnosed at the Microbiology and
Parasitology Service of the Lozano Blesa University Clinical Hospital in this city. Firstly, a case-
control study (1:9.89, ~ 10) was carried out, in which a total of 6.087 fecal samples were analyzed
from 3.682 patients between January 1st and December 31st, 2018, investigating the presence
of Blastocystis sp. and other intestinal pathogens using microscopic and microbiological
techniques. In addition, demographic, anthropometric, and medical variables were collected
from all patients to determine their possible association with Blastocystis sp. infection. After
microscopic diagnosis, a high prevalence of this microorganism (9.2%) was detected, making it
the most prevalent parasite in the study area and the only one identified in the majority of
infected patients. It was observed that the probability of being infected is significantly higher in
underweight individuals and those from Central and South America, and especially from Africa.
Among the variables positively associated with Blastocystis sp. infection are certain
gastrointestinal symptoms (abdominal pain, anorexia, halitosis), relative eosinophilia, co-

infections with pathogenic bacteria, type 2 diabetes, or administration of certain
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immunosuppressive treatments. On the other hand, no statistical relationship was observed
with other symptoms such as diarrhea or fever, nor with processes such as irritable bowel

syndrome.

In a second phase, a molecular study was conducted on samples positive for Blastocystis
sp. to identify the parasite subtypes circulating in the study population and investigate their
phylogeny, genetic diversity, and degree of homology with human and animal isolates deposited
in GenBank®. For this purpose, a PCR protocol was used to amplify a ~ 479bp fragment of the
SSU-rRNA gene. This fragment contains a variable region that allows subtyping after Sanger
sequencing and enables phylogenetic analysis. Four subtypes were identified in total, including
the ST3 (34.7%) and ST2 (34.1%) variants, along with two minor subtypes (ST1 and ST4) that
were observed with identical frequency (15.6% each). In some patients, mixed infections with
ST1 and ST2 subtypes were identified, which were evidenced by the presence of double peaks
in chromatogram traces, indicating that a single host may be infected with multiple subtypes.
Sequence analysis also revealed the presence of Blastocystis sp. alleles not previously described,
and some sequences were identical to those from human and various animal species deposited
in GenBank®, supporting the potential zoonotic nature of this parasite. Finally, it is noteworthy
that the phylogenetic analysis by Neighbor Joining revealed high variability among the ST1 and
ST2 subtypes, suggesting their polyphyletic origin or a longer evolutionary process over time. In
contrast, the variability is much lower in the sequences of the ST3 and especially ST4 subtypes,
supporting their monophyletic origin and more recent transmission to humans. The aim of this
research is to deepen the knowledge of the clinical and molecular epidemiology of Blastocystis
sp. infection, through a case-control study in patients with gastrointestinal symptoms belonging

to the health area 3 of Zaragoza, using microscopic and molecular techniques.
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Introduccion

1.1. Descripcion histdrica

Blastocystis sp. fue descrito por primera vez en 1911 por Alexeieff, quien lo clasifico
como una levadura saproéfita intestinal a la que denomind Blastocystis enterocola. Sin embargo,
un afio mas tarde en 1912, Emile Brumpt tras estudiar su presencia en heces humanas en Paris
lo describe como Blastocystis hominis (Salinas y Gonzales, 2007). Las primeras imagenes que se
tienen de Blastocystis sp. corresponden a una epidemia de cdlera en Londres, en el afio 1849,
aunque los investigadores lo asociaron a una suspension de polvo en agua condensada del aire
y lo denominaron células anulares (Zierdt, 1991a). Asimismo, la primera descripcion morfoldgica
de Blastocystis se intuye que fue realizada en 1899 y aunque los informes no incluian ninguna
imagen, se han revelado datos que hacen pensar que se trataba de Blastocystis sp., pero existe

muy poca informacidn que confirme la veracidad de este hecho (Alger, 2007).

Blastocystis sp. fue considerado durante afios como un hongo, una célula degenerada o
un artefacto; sin embargo, este microorganismo recuperd el interés clinico y cientifico tras el
trabajo presentado por Zierdt et al.,, (1967), donde describieron su naturaleza protozoaria
basandose en las caracteristicas de los cultivos, su morfologia y fisiologia; estos investigadores
sugieren un probable papel patdgeno primario para este microorganismo y lo clasificaron como
un protozoo denominado Blastocystis hominis, perteneciente al reino Protista,

subreino Protozoa y phylum Sarcomastigophora.

Los primeros estudios mediante herramientas moleculares, concretamente basados en
el andlisis de su pequefia subunidad de RNA (SSU-rRNA) también lo incluyen dentro de los
protistas, pero como un Stramenopile (Silberman et al., 1996). Dos afios mas tarde y con la
clasificacion de los seis reinos de Cavalier-Smith (1998) se sitlia a Blastocystis sp. en el
supergrupo Chromalveolata, dentro de la subdivision Stramenopile y el subgrupo Opalinata. Las
investigaciones mas recientes basadas en el estudio filogenético del gen SSU-rRNA consideran
que Blastocystis es el Unico pardsito humano perteneciente al reino Stramenopile, como una

rama de Chromalveolata (Karasartova et al., 2018).

El avance de las técnicas moleculares ha permitido identificar distintos subtipos de
Blastocystis sp., cuyas diferencias aparentemente afectan a su poder patégeno y también a su
especificidad del hospedador, tal como se ha ido comprobando en los afios recientes. A partir

de 2007 se ha unificado la informacion sobre subtipos de Blastocystis en muestras fecales de
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aves y mamiferos, lo que permite sustituir Blastocystis hominis por Blastocystis sp. (Stensvold et

al., 2007b). A dia de hoy se han descrito 38 subtipos de Blastocystis sp. (Maloney et al., 2023).

1.2. Taxonomia y filogenia

La taxonomia de Blastocystis sp. ha sido un enigma durante mas de un siglo y la
descripcidn histérica demuestra la dificultad que se tuvo para identificar su posicidn taxonémica.
Los primeros en proporcionar un estudio ultraestructural de Blastocystis sp. fueron Zierdt et al.,
(1967) quienes demostraron que este parasito no es una levadura o un hongo, ni tampoco un
quiste de otro microorganismo o material vegetal, sino un protozoo, conclusiones sustentadas

por los estudios posteriores de otros autores (Boreham y Stenzel, 1993a).

La morfologia de Blastocystis es también compatible con la de protozoos, por la ausencia
de pared celular, presencia de uno o mas nucleos, organelas como mitocondrias, aparato de
Golgi, o reticulo endoplasmatico liso y rugoso (Zierdt, 1991a; Boreham y Stenzel, 1993a).
Ademas, presenta distintas formas delimitadas por una membrana bilaminar, con la excepcion
de la forma quistica (Zaman et al., 1995). En cuanto a su fisiologia, Blastocystis sp. tiene un
crecimiento éptimo a 37°Cy pH neutro, no crece en medios de cultivo para hongos, es resistente
a los antifungicos y sensible a medicamentos antiprotozoarios. Estas caracteristicas demuestran
la vinculacion de este microorganismo con los protozoos mas que con los hongos (Dunn vy

Boreham, 1991; Zierdt et al., 1995).

Tras la aceptacién de Blastocystis hominis como protozoo, su posicion dentro del Reino
Protista se ha visto modificada a lo largo del tiempo. Zierdt y Tan (1976) lo describen como un
esporozoario, proponiendo una nueva clase Blastocystea y un nuevo orden Blastocystida;
posteriormente se evidencia la presencia de pseuddpodos y su division mediante fisién binaria,
por lo que se reclasifica en el subphylum Sarcodina (amebas) y se crea el suborden Blastocystina
dentro del orden Amoebida (Zierdt, 1988). Mas recientemente, tras observar la posibilidad de
fision multiple y endodiogenia, Jiang y He (1993) proponen un nuevo subphylum Blastocysta,
qgue incluye la clase Blastocystea, orden Blastocystida, familia Blastocystidae y género

Blastocystis, siendo Blastocystis hominis la Unica especie.

La aplicacion de técnicas moleculares supuso una nueva aportaciéon a los estudios
taxondmicos de Blastocystis sp. basados exclusivamente en sus caracteristicas morfoldgicas
(Boreham y Stenzel, 1993a). Los primeros analisis filogenéticos fueron realizados por Johnson
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et., al. (1989) quienes no encontraron relaciones monofiléticas al comparar la secuencia del gen
SSU-rRNA del parasito con la de diferentes eucariotas, por lo que consideraron a Blastocystis sp.
como una especie “incertae sedis” y la situaron como un grupo externo del clado que une
ciliados y apicomplexa, resultados que fueron apoyados por otros autores (Hollebeke y

Mayberry, 1994).

El uso de la secuencia de aminoacidos del factor de elongacion-1a (EF-1a) para el andlisis
filogenético también demostré que Blastocystis no debe incluirse con los linajes fungicos y
sugiere que el parasito diverge antes que Trypanosoma, Euglena, Dictyostelium y otros
eucariotas (Nakamura et al., 1996). Un estudio posterior en el que se utilizé EF-1a para comparar
el parentesco genético de Blastocystis de humanos y animales, demostré que el parasito diverge
dentro del mismo grupo y los aislados pertenecian todos al mismo género (Ho et al., 2000). En
contraste con los hallazgos realizados con SSU-rRNA, Ho et al., (2000) sugieren una aparicion
mas temprana de Blastocystis sp. entre los eucariotas y un posible vinculo con Conosa, como
Entamoeba histolytica. No obstante, esta discrepancia podria ser el resultado de un problema
estadistico atribuido al bajo valor del bootstrap (58.1) utilizado para agrupar Blastocystis con E.

histolytica (Tan et al., 2002).

Silberman et al.,, (1996) obtuvieron la secuencia completa del gen SSU-rRNA y
demostraron que Blastocystis se sitla dentro de los Stramenopiles y sorprendentemente estd
relacionado filogenéticamente con el flagelado Proteromonas, con el cual comparte
caracteristicas de su ciclo biolégico. Este flagelado es un endosimbionte intestinal de
vertebrados y se enquista a una forma resistente en el ambiente que permite la transmision
entre hospedadores. Sin embargo, Blastocystis no tiene flagelos o cilios tubulares, algo que lo
diferencia de Proteromonas. En la actualidad estd clasificado dentro del phylum Stramenopiles,
clase Blastocystae, orden Blastocystida y familia Blastocystidae. La Figura 1 muestra la posicion
filogenética cercana de Stramenopiles con los Alveolates (que incluyen ciliados y apicomplexa)

y Rhizaria (que incluyen foraminiferos y otros protozoos de vida libre).
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Figura 1 Posicion filogenética de Blastocystis sp. (Burki et al., 2012)
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1.3. Ciclo bioldgico

A dia de hoy no se conocen con exactitud el ciclo de vida de Blastocystis sp. y todas las
vias de transmisidn, aunque a lo largo de la historia se han realizado diversas propuestas sobre
la forma de division de este parasito. Ya en 1911, Alexeieff sugiere un ciclo bioldgico complejo,
con fisién binaria de una etapa binucleada (division plasmotémica) y autogamia, un fendémeno
sexual para producir quistes primarios, que a su vez crean esporas por gemacion multiple y se
las considera formas resistentes. Este mismo autor propuso otro modo de reproduccidn, la
merogonia, cuya validez fue cuestionada por diversos investigadores, aunque algunos aceptaron

la divisidn por fision binaria (Zierdt, 1991a; Boreham y Stenzel, 1993a) (Figura 2).

Figura 2. Fisidn binaria de células de Blastocystis sp. en cultivo de medio de Jones (imagen propia)

Zierdt (1973) también postuld un ciclo biolégico para Blastocystis en base a sus estudios
microscopicos. Este autor observo que el parasito puede adoptar diversas morfologias, con una
forma vacuolar que puede evolucionar a otros dos estadios, una forma granular que libera
células hijas vacuolares dentro de la vacuola central, o una forma ameboidea, que produce
células hijas vacuolares por division en gemacion. La validez de la forma ameboide fue
cuestionada dos décadas mas tarde y se desconoce si ésta puede dividirse por fision binaria
(Boreham y Stenzel, 1993a). Unos afios después, Zierdt (1991a) describié cuatro formas
asexuales de multiplicacion de Blastocystis (fision binaria, plasmotomia, endodiogenia y
esquizogonia), aungue no se aportan los nexos entre estas formas de divisién y el ciclo bioldgico

y tampoco se evidencia en su estudio una posible reproduccion sexual de Blastocystis.
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Stenzel y Boreham (1991) y Boreham y Stenzel (1993b) proponen otro modelo de ciclo
vital al observar diversas formas del parasito obtenidas de colonoscopias, heces y cultivos. Segun
estos autores, en el colon humano la forma predominante es la avacuolada sin una capa
superficial. Esta forma progresa por el colon donde se fusionan pequefias vesiculas formando el
estadio multivacuolar que se observan en las heces. Asimismo, a partir de esta forma se
producirian formas ameboides o quistes, siendo estos ultimos el estadio de transmisién mas
probable de Blastocystis. Siguiendo el razonamiento de los investigadores, es probable que la
forma ameboide se desarrolle a partir de la forma avacuolar, ya que existen semejanzas
morfolégicas como describen Dunn et al., (1989). En cambio, la forma vacuolar se observaria en
el cultivo a partir de la forma multivacuolar. Se menciona que la forma granular procederia de
la forma vacuolar con la presencia de granulos en el cuerpo central. En definitiva, estos autores
sugieren que la formas granulares y vacuolares tienen escasa importancia en la transmision de
Blastocystis, que recaeria fundamentalmente en las formas quisticas, propuesta apoyada por
Suresh et al., (1993) quienes demostraron que la forma quistica es infecciosa en las ratas (Figura
3).

Figura 3 Ciclo vital de Blastocystis propuesto por Boreham y Stenzel (1993b)

Otra variante del ciclo vital de Blastocystis fue propuesto por Singh et al., (1995) e
involucra la existencia de quistes de pared gruesa y delgada. Los primeros serian responsables
de la transmisién exdgena a través de la ruta fecal-oral, mientras que los quistes de pared
delgada serian auto infectantes permitiendo la multiplicacion del microorganismo dentro del
intestino. Segun estos autores, la descendencia surge por esquizogonia dentro de la forma

prequistica, lo que da como resultado un quiste de pared gruesa, que a su vez se rompe para
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liberar formas vacuolares hijas. Estos autores consideraron que la forma de esquizogonia
expuesta por Zierdt, (1991a) se corresponderia con la forma granular, que origina las formas
quisticas de pared delgada. Sin embargo, este ciclo fue rechazado por Stenzel y Boreham (1996)

reafirmando el ciclo de vida que ellos propusieron anteriormente (Boreham y Stenzel, 1993a).

Govind et al., (2002) revisaron las diversas hipdtesis y propuestas de ciclo biolégico y
concluyen que es posible que Blastocystis posea diversos modos de replicacién (fisién binaria,
esquizogonia, gemacion, bolsas en forma de saco) que a su vez le permiten sobrevivir en una
amplia variedad de animales. De hecho, la aplicacion de técnicas moleculares y estudios
filogenéticos que implican a Blastocystis como organismo zoondtico ha llevado a proponer un
ciclo bioldgico en el que se incorporan animales. Como se describe en la Figura 4, Tan (2004)
sugiere que la infeccién en humanos y animales se produce por ingestion de quistes, los cuales
evolucionan a formas vacuolares que se reproducen por fision binaria. Algunas formas
vacuolares se enquistan y estos quistes fecales pierden su capa fibrilar externa a medida que
maduran. La transicion de la forma vacuolar a los otros estadios que presenta el parasito se
comprende menos y se representa con lineas discontinuas. Este mismo autor indica que no hay
evidencias de reproduccién sexual. En definitiva, las propuestas de los distintos investigadores
anteriormente mencionados revelan que hoy en dia todavia no existe consenso sobre el ciclo
bioldgico de Blastocystis, aunque la mayoria de los modelos coinciden en afirmar que la

transmision se produce mediante las formas quisticas.

Figura 4 Ciclo vital de Blastocystis sp. propuesto por Tan (2004)
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1.4. Morfologia

Blastocystis sp. es un organismo eucariota polimdrfico, habiéndose descrito hasta el
momento cuatro variantes morfoldgicas: forma vacuolar, granular, ameboide y quistica (Tan et
al., 2002). No obstante, investigaciones con muestras fecales humanas y de otros hospedadores
han demostrado que existen otras formas del parasito (avacuolares y multivacuolares), si bien
éstas no se consideran en las pruebas diagndsticas (Boreham y Stenzel, 1993a; Zaman et al.,
1995). Algunos estudios sefialan el predominio de formas vacuolares en heces formadas y de
formas ameboides en heces diarreicas (Carbajal et al., 1997), mientras que otros sefialan el

predominio de formas quisticas (Boreham et al., 1996).

El método mas rapido y sencillo para identificar Blastocystis en muestras fecales es la
microscopia éptica y la sensibilidad se incrementa cuando se utilizan métodos de concentraciéon
y cultivo (Zaman y Khan, 1994). No obstante, el microscopio electrénico ha resultado decisivo
para conocer la biologia celular y su ciclo vital. Los estudios ultraestructurales confirman que
existen diversas variantes morfoldgicas de Blastocystis, dependiendo de las condiciones
ambientales, si bien la morfologia in vivo e in vitro puede verse afectada por factores fisicos,
como cambios osméticos o la presencia de ciertos farmacos (Boreham y Stenzel, 1993a; Stenzel

y Boreham, 1996) (Figura 5).

Figura 5 Morfologia de Blastocystis sp. con microscopio de contraste de fases. A) Forma vacuolar y
quiste, B) Forma granular y C) Forma ameboide (Tan, 2008)
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1.4.1. Forma vacuolar

La forma vacuolar es la morfologia predominante, tanto in vivo como in vitro (cultivo
liguido axénico y xénico) por lo que se considera la célula tipica de Blastocystis sp. (Zierdt.,
1991a; Tan et al,, 2002). En general es esférica y muestra forma redondeada en microscopia
electronica de transmisidn, aunque presenta también formas irregulares (Boreham y Stenzel,
1993a). Su tamano fluctia desde 2 a 200 um de didmetro con un promedio de 4-15 pm (Stenzel
y Boreham, 1996). Tanto el nucleo como el citoplasma estan desplazados a la periferia por la
gran vacuola central que ocupa entre el 50% y 90% del volumen celular (Figura 6). Ademas,
pueden contener hasta cuatro nucleos que estan espaciados uniformemente alrededor de la
célula (Zierdt, 1973). Esta forma vacuolar se reproduce rdpidamente por fision binaria (Zierdt,

1986).

Figura 6 Formas vacuolares de Blastocystis sp. mediante examen microscépico en fresco
(imagen propia)

Bajo microscopia electrdnica, la forma vacuolar contiene una gran vacuola y un borde
delgado de citoplasma periférico, en el cual se observan organulos como el nucleo, aparato de
Golgi, reticulo endoplasmatico rugoso y estructuras similares a las mitocondrias (Tan et al.,
2001). Aun no esta clara la funcion exacta de la vacuola central, al parecer actiia como organulo

de almacenamiento o probablemente funciona en la reproducciéon (endodiogenia y
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esquizogonia) a través del desarrollo de granulos reproductivos, aunque este punto no ha sido

confirmado (Suresh et al., 1994).

1.4.2. Forma granular

La forma granular se observa en cultivos antiguos y no axénicos (Tan, 2004) (Figura 7).
Suele ser ligeramente mas grande que la forma vacuolar, con un diametro que oscila entre 15y
25 pm (Zierdt, 1973), 3 y 38 um (Tan et al.,, 1974) o0 6,5 y 19,5 um (Dunn et al., 1989). Su
morfologia es similar en apariencia a la forma vacuolar, exceptuando el contenido de la vacuola
central. Las formas granulares también muestran una delgada banda periférica de citoplasma
gue rodea una gran vacuola central. A diferencia de la forma vacuolar, cuya vacuola central
generalmente contiene material finamente granular que se dispersa por toda la vacuola, en la
forma granular puede contener granulos con distinta morfologia (Dunn et al., 1989). En base a
las observaciones al microscopio dptico se propusieron dos tipos de granulos, uno de los cuales
se convertiria en células hijas de Blastocystis mientras que el otro tendria un papel en el
metabolismo (Zierdt et al., 1967). Posteriormente, con la ayuda de microscopia electrénica de
transmisidon se demostrd la existencia de tres tipos de granulos, descritos como granulos
metabdlicos, lipidicos y reproductivos (Tan y Zierdt, 1973). Se propuso que los granulos
metabdlicos eran citoplasmaticos, los granulos lipidicos se encontraban en la vacuola central y
el citoplasma, y los granulos reproductivos estaban presentes en la vacuola central (Zierdt,
1973). Estas observaciones no han sido confirmadas y el estudio de Dunn et al., (1989)
describieron inclusiones similares a la mielina, granulos cristalinos, pequefias vesiculas y gotitas
de lipidos en la vacuola central de formas granulares. Asi mismo, se propone la fision binaria

como modo de reproduccidn de las formas granulares de Blastocystis.
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Figura 7 Forma granular de Blastocystis sp. en cultivo xénico (imagen propia)

1.4.3. Forma ameboide

Este morfotipo ha sido descrito en menor frecuencia y sus descripciones en la literatura
son confusas (Tan et al., 1996). La forma ameboide de Blastocystis ha sido identificada en
cultivos antiguos, tratados con antibidticos y ocasionalmente en pequefias cantidades en
muestras fecales obtenidas de pacientes con diarrea aguda (Carbajal et al., 1997) (Figura 8). Esta
forma es mas pequefia que las anteriores, su tamafio varia entre 2,6 umy 7,9 um; no obstante,
hay descripciones contradictorias de su morfologia, especialmente usando microscopia

electronica (Tan et al., 2002).

36



Introduccion

Figura 8 Forma ameboide de Blastocystis sp. en cultivo xénico, se observan extensiones
citoplasmaticas similares a pseudépodos (imagen propia)

Con el microscopio electréonico de transmision se describe como una forma oval, con
uno o dos pseudodpodos grandes y carentes de membrana celular (Zierdt y Tan, 1976). Se
considera una singularidad que una célula pueda sobrevivir sin membrana plasmatica (Stenzel
et al., 1993). Tan et al., (1996b) consiguid el crecimiento de colonias de células de Blastocystis
partiendo del tipo ameboide, con un contorno irregular y extensiones pseudopddicas diversas
(Tan et al., 2001). A diferencia de las observaciones de Dunn et al., (1989), quienes las describen
como formas carentes de mitocondrias o vacuola central, el microscépio electrénico de
transmision mostrd la existencia de vacuola central, numerosos cuerpos de Golgi, reticulo
endoplasmico y mitocondrias en las extensiones pseudopddicas citoplasmaticas, todo lo cual

revela que la célula realiza procesos activos que requieren energia.

No existen evidencias concluyentes sobre la forma en que se multiplican las células
ameboides, aunque se ha sugerido la gemacién y plasmotomia (Zierdt, 1991a). Se ha propuesto
que las células ameboides son un estadio intermedio entre las formas vacuolares y los quistes y

que la ingestidn de bacterias o restos celulares procedentes de la muerte de células vecinas
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desempenfiaria un papel nutritivo o regulador para el proceso de enquistamiento (Singh et al.,

1995).

1.4.4. Forma quistica

Las primeras observaciones de formas quisticas de Blastocystis fueron realizadas por
Mehlhorn (1988) en las heces frescas de un paciente con sindrome de inmunodeficiencia
adquirida. Sin embargo, la primera descripcion morfologica completa de los quistes se debe a
Stenzel y Boreham (1991) quienes lo observan en material almacenado durante muchos dias
antes de ser fijado y en cultivos de laboratorio. El quiste tiene forma redondeada y rara vez

ovoide con microscopia electrénica de transmision (Stenzel y Boreham, 1991).

Morfolégicamente, los quistes fecales son esféricos u ovoides, presentan una pared
quistica multilaminada y raramente aparecen en cultivos axénicos. En el interior de la célula se
observan de uno a cuatro nucleos, multiples vacuolas, depdsitos lipidicos y glucogénicos (Moe
et al., 1999), asi como multiples organulos similares a mitocondrias (Zaman et al., 1995). Los
quistes estan rodeados de una capa fibrilar laxa que la pierden cuando maduran (Zaman et al.,
1997). Ademas, su tamafio es menor que las formas vacuolares y granulares observadas en los
cultivos. Se ha descrito un tamafio que oscila entre 5 y 10 um (Mehlhorn, 1988), 3,7 y 5 um
(Stenzel y Boreham, 1991), 3 y 6 um (Zaman et al., 1995) y de 2 a 5 um (Moe et al., 1996) de

diametro.

Los quistes de Blastocystis no se lisan en el agua y sobreviven hasta 19 dias a
temperatura ambiente, pero son sensibles a las temperaturas extremas y desinfectantes
comunes (Suresh et al., 1993; Zaman et al., 1995; Moe et al., 1996). En comparacion con las
formas quisticas, las formas vacuolar y granular son sensibles a los cambios de temperatura,
también a los ambientes hipertdnicos e hipotdnicos y la exposicién al aire, por lo que parece
poco probable que estas dos formas proporcionen un modo de transmisidn, que se realizaria
fundamentalmente por medio de quistes ( Zierdt, 1991a; Boreham y Stenzel, 1993a; Singh et al.,

1995) (figura 9).
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Figura 9 Forma de quiste de Blastocystis sp. (Tan, 2008)

1.4.5. Otras Formas

Diversos investigadores han descrito otras formas de Blastocystis diferentes a las
anteriormente mencionadas. Concretamente, en un paciente con diarrea profusa se
identificaron formas carentes de vacuola central, a las que se denomind avacuolares (Stenzel et
al., 1991). Estos mismos autores sefialan diferencias entre las formas aisladas de colonoscopias
y las formas vacuolares y granulares convencionales o las de cultivo. Las células obtenidas de
colonoscopia no poseen cubierta externa, tiene diferencias en la morfologia de las mitocondrias

y un didmetro de aproximadamente 5 um.

Del mismo modo, se han descrito formas multivacuolares en heces humanas (Boreham
et al., 1996). Estas células estan rodeadas de una cubierta externa gruesa y presentan multiples
vacuolas de tamafio y contenido variables. También son de pequefio tamafo, con un diametro
gue oscila entre 5y 8 um. Se sugirié que las formas avacuolares y multivacuolares representan
el estadio in vivo del parésito, mientras que las formas vacuolar y granular se encuentran en los
cultivos (Boreham y Stenzel, 1993a). Se propuso que la rotura de multiples vacuolas en las
formas multivacuolares formarian la vacuola central, siendo un estadio intermedio en la
formacion de quistes fecales. En cualquier caso, se considera que estas formas son estadios

transitorios en el ciclo vital de Blastocystis sp. (Stenzel et al., 1991).
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1.5. Mecanismos de transmision

Las vias de transmisién de Blastocystis no se conocen en su totalidad, aunque las
observaciones de brotes epidémicos familiares y en instituciones cerradas apoyan la transmision
fecal-oral (Yoshikawa et al., 2004b; Paulos et al., 2018). La contaminacién del medio ambiente,
los alimentos o el agua con quistes excretados por los hospedadores también se consideran
formas de contagio (Leelayoova et al., 2008; Baldursson y Karanis, 2011). Concretamente, se ha
informado de la transmisidn a través de agua sin hervir y sin potabilizar, asi como por malas
condiciones sanitarias e higiénicas (Stensvold et al., 2009c; Cohen y Colford, 2017). Taamasri et
al., (2000) asociaron la infeccion con la mala calidad del agua y otros autores observaron que
este pardsito se transmite por la ingesta de agua, frutas o vegetales contaminados con
excrementos de animales (Smith y Nichols, 2006; Noradilah et al., 2017). Un estudio reciente
sugiere que el suelo puede ser otra via de transmisidn, lo que deberia ser considerado en futuras

investigaciones (Jinatham et al., 2021).

Ruaux y Stang (2014) observaron que las personas en contacto con animales tienen mas
probabilidades de contraer la infeccion por Blastocystis y describen la existencia de reservorios
animales, la posibilidad de transmision interhumana a través de las manos, asi como las
relaciones orogenitales y oroanales (Belleza et al., 2015; Oliveira-Arbex et al., 2018;.Koster et
al.,, 2021). Suresh et al., (1993) comprobaron que los animales inoculados con quistes de
Blastocystis excretaban trofozoitos en las heces. Ademads, Pintong et al., (2018) sugieren que el
contacto cercano o la exposicion a las heces de los cerdos puede ser una fuente de contagio en
los manipuladores de estos animales, a los que consideran reservorios, papel similar al asignado
a las ratas de alcantarilla por Galan-Puchades et al., (2021). En Espafia, las primeras referencias
a la infeccién por Blastocystis sp. en animales se realizan en cerdos y vacas, habiéndose
denunciado su presencia en mas del 50% y 10% de las explotaciones porcinas y bovinas,

respectivamente (Quilez et al., 1995b, 1995a).

Con el uso de las técnicas moleculares se postulé la idea de que esta parasitosis es una
zoonosis, con variaciones intraespecificas en aislados de Blastocystis sp. procedentes de
diferentes hospedadores (Bahrami et al., 2020; Hublin et al., 2021; Rudzinska et al., 2021),
aunque otros estudios no han establecido esta relacidon zoondtica (Paulos et al., 2018). Por su
parte, Yoshikawa et al., (2000) consideran que la infeccion por Blastocystis es una
antropozoonosis, confirmando la transmision interhumana al comparar el genoma de cepas
obtenidas de dos centros de salud.
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1.6. Epidemiologia y prevalencia

Blastocystis sp. tiene distribuciéon cosmopolita y se considera el pardsito mas prevalente
en muestras fecales humanas, tanto en pacientes sintomaticos como en individuos sanos
(Roberts et al., 2011; Badparva et al., 2014). Se estima que mas de mil millones de personas
estan infectadas en todo el mundo, especialmente en los paises en desarrollo, donde se suelen
notificar porcentajes de infeccién superiores al 50%, e incluso hasta el 100% en algunos paises
tropicales (Tan, 2008; El Safadi et al., 2014; Torgerson et al., 2015). Por el contrario, la

prevalencia es significativamente menor en los paises desarrollados (10-15%) (Tan, 2004).

La elevada prevalencia de este protozoo en los paises en desarrollo esta relacionada con
las deficiencias en las infraestructuras y practicas sanitarias y el consumo de alimentos o agua
gue estén contaminados (Belleza et al., 2015; Osman et al., 2016; Heydari-Hengami et al., 2018).
Por lo tanto, la prevalencia puede ser reflejo de factores socioecondmicos, geograficos y
condiciones sanitarias de una poblacién, que conducen a un saneamiento deficiente y a un
aumento de las fuentes potenciales de infeccion, incluida la transmision de persona a persona,

zoonotica y a través del agua (Javanmard et al., 2018; Oliveira-Arbex et al., 2018).

No obstante, en los paises desarrollados también se registran altas tasas de parasitacién
por Blastocystis. Entre los colectivos mas afectados se incluyen inmigrantes, refugiados, nifios
adoptados de los paises en desarrollo, asi como viajeros y personas que viven en estrecho
contacto con animales, que se han sugerido como fuente de infeccion para el ser humano
(Salvador et al., 2016; Javanmard et al., 2018). En la tabla 1 se indica la prevalencia de

Blastocystis registrada en diversos paises.
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Tabla 1 Prevalencia de infeccidn por Blastocystis sp. en diferentes paises adaptado de Alfellani et al.,

(2013)
Prevalencia (%) Pais Referencia

0,5 Japén (Horiki et al., 1997)
2,1 Turquia (Koksal et al., 2010)
3,2 Canada (Doyle et al., 1990)

3,3 Singapur (Wong et al., 2008)
3,7 China (Wang et al., 2002)

7 México (Diaz et al., 2003)

7 Espafia (Gonzalez-Moreno et al., 2011)

8 Canada (Senay y MacPherson, 1990)
9,18 Espafia (Matovelle et al., 2022)
11,3 Alemania (Jelinek et al., 1997)

13 Espafia (Muadica et al., 2020)
13,2 Qatar (Abu-Madi et al., 2008)
13,5 Tailandia (Yaicharoen et al., 2006)
13,6 Italia (Cirioni et al., 1999)
14,1 Taiwan (Cheng et al., 2003)
14,2 Turquia (Ostan et al., 2007)
14,7 India (Rayan et al., 2010)
14,9 Malasia (Suresh et al., 2001)

15 Alemania (Paschke et al., 2011)
16,3 Egipto (Sanad et al., 1991)
16,5 Espafia (Carbajal et al., 1997)

19 Lebanon (Yakoob et al., 2014)

20 EEUU (Amin, 2002)

22,1 Libia (Abdulsalam et al., 2013b)
22,9 Argentina (Minvielle et al., 2004)

24 Paises Bajos (Bart et al., 2013)

25 Jordania (Nimri, 1993)

25 Peru (Robles-Cabrera et al., 2021)
26,5 Brasil (Nascimento y Moitinho Mda, 2005)
26,6 Libia (Alfellani et al., 2013c)
27,4 Tailandia (Menounos et al., 2008)
32,6 China (Mirza et al., 2012)
35,2 Espafia (Paulos et al., 2018)
36,4 Colombia (Londofio et al., 2009)
38,8 Guatemala (Figueroa et al., 2017)
40,7 Filipinas (Baldo et al., 2004)
40,9 Brasil (Aguiar et al., 2007)
52,3 Malasia (Noor Azian et al., 2007),
53,8 Zambia (Boorom et al., 2008)
61,8 Chile (Torres et al., 1992)
100% Senegal (El Safadi et al., 2014)
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Cabe senalar que son varios los factores que dificultan los estudios comparativos, entre
los cuales cabe mencionar el uso de diferentes herramientas diagndsticas en los laboratorios de
microbiologia clinica, considerandose que en muchos casos hay una subestimacién de las cifras
reales (Alfellani et al., 2013a; Stensvold and Clark, 2016). De hecho, en la mayoria de trabajos el
diagndstico se basa en el reconocimiento de formas vacuolares, pudiendo por tanto pasarse por
alto otras formas del parasito (Robles-Cabrera et al., 2021). La dificultad para comparar los
resultados de distintos estudios también estaria relacionada con diferencias en la presencia o
ausencia de manifestaciones clinicas en las personas analizadas. De hecho, muchos trabajos no
proporcionan suficientes detalles sobre los pacientes elegidos y mientras que algunos informan
del nimero de pacientes, otros se refieren al nimero de muestras fecales siendo varias las

analizadas por paciente (Gonzalez-Moreno et al., 2011).

Estas diferencias son visibles cuando se comparan estudios realizados en el mismo pais.
Por ejemplo, los hallazgos de Koksal et al., (2010) en Turquia sobre muestras de pacientes
analizadas en laboratorio sefialan una prevalencia de parasitacion por Blastocystis de 4%,
mientras que la cifra se incrementa a 31% cuando se investigaron nifios en una escuela primaria
(Ostan et al., 2007). En Malasia, el estudio de Suresh et al., (2001) en individuos de un area
urbana sefiala una prevalencia de 27,9%, cifra que se incrementa significativamente seguin datos

de Noor Azian et al., (2007) cuando se investiga una comunidad aborigen.

Un estudio reciente fue el primero en mostrar los fuertes efectos que el indice de
Desarrollo Humano (IDH), un indicador nombrado por las Naciones Unidas (ONU), tiene sobre
la prevalencia de Blastocystis (Javanmard et al., 2018). El IDH se utiliza para clasificar a los paises
en funcion de su renta, calidad y esperanza de vida y educacidén. Factores socioeconémicos como
la calidad del agua, el contacto con animales y las condiciones sanitarias se han relacionado con
la prevalencia de Blastocystis (Anuar et al., 2013). El agua se considera una posible fuente de
transmision de Blastocystis dada la viabilidad y resistencia de los quistes (Baldursson y Karanis,
2011). El consumo de agua no tratada o hervida se ha relacionado con un mayor riesgo de
contraer la infeccion, tanto en paises desarrollados como en aquéllos en vias de desarrollo
(Cotruvo et al., 2004; Leelayoova et al., 2008; Fletcher et al., 2012), al igual que las condiciones

higiénicas deficientes (Rebolla et al., 2016).

La infeccidn por Blastocystis también se ha asociado en ocasiones a otros parasitos como
Trichomonas hominis, Giardia lamblia, Entamoeba histolytica y Dientamoeba fragilis

(Leelayoova et al., 2008; Coyle et al., 2012). Ademas, se ha demostrado que las personas que
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estan en estrecho contacto con animales, incluyendo los profesiones que los manipulan, tienen
mayor riesgo de infectarse con Blastocystis, lo que refuerza la hipdtesis de que se trata de una
infeccidn zoondtica (Oliveira-Arbex et al., 2019). Entre los animales de compaiiia, la tenencia de
perros se ha descrito como un factor de riesgo potencial para sufrir la infeccién (Belleza et al.,
2015). En cuanto a los animales domésticos de granja, también se ha demostrado el potencial

de los cerdos como reservorios zoondticos (Yan et al., 2007).

Otro factor que condiciona la prevalencia es la edad, aunque los resultados son en
muchas ocasiones contradictorios. En varios estudios se han observado valores mas altos en
adultos que en nifos (Abdulsalam et al., 2013b; Robles-Cabrera et al., 2021) y especialmente en
adultos jovenes (Gonzalez-Moreno et al., 2011; Salvador et al., 2016). En otras ocasiones se ha
sefialado que los nifios tienen mayor riesgo de infectarse por Blastocystis sp. debido a la
ausencia de infecciones previas y diferencias en comportamientos y habitos (Stensvold y Clark,
2016; Ramirez et al., 2017). En paises en vias de desarrollo se han citado porcentajes de
parasitacion muy elevados en poblacidn infantil (68-100 %) (El Safadi et al., 2014; Dib et al.,
2015). En un estudio se observd la reduccidn significativa de la prevalencia en nifios al
incrementarse su edad (El Safadi et al., 2016), pero en otro se sefiala que los nifios de mayor
edad son mas propensos a albergar el parasito que los mas jévenes (Muadica et al., 2020). Por
su parte, Rayan et al., (2010) sefiala que los parasitos intestinales, incluido Blastocystis sp., son
mas frecuentes en nifios de zonas rurales que de zonas urbanas. Otros estudios muestran que
la tasa de infeccidn se reduce en adultos, posiblemente para volver a incrementarse cuando se
alcanza la vejez (Suresh y Smith, 2004; Rossignol et al., 2005; Mufioz et al., 2008; Tan et al., 2010;
Dumic et al., 2019).

La prevalencia de Blastocystis no muestra diferencias significativas cuando se comparan
ambos sexos (Seyer et al., 2017; Lhotska et al., 2020; Guilavogui et al., 2022), aunque algunos
estudios han mostrado mayor presencia del parasito en mujeres (Abu-Madi et al., 2008; Kosik-
Bogacka et al., 2021) y otros en hombres, circunstancia esta ultima atribuida a que realizan
actividades al aire libre con mas frecuencia (Abdulsalam et al., 2013b; Wakid et al., 2022). Otro
estudio ha notificado diferencias de casi 2:1 entre nifias y nifios, pero no se ha determinado si
este resultado es estadisticamente significativo (Monjaraz et al., 2018). Por otra parte, algunos
autores no han encontrado ninguna correlacion entre la infeccion y el sexo (Beyhan et al., 2015).
Sin embargo, se considera que las diferencias en el tipo de trabajo realizado por hombres y
mujeres, junto con factores ambientales, ecolégicos, econdmicos y culturales, pueden afectar al

riesgo de infeccidn por Blastocystis sp. En los paises en los que la brecha entre géneros es mayor,

44



Introduccion

las oportunidades educativas, el estado nutricional y el acceso a los servicios médicos pueden

tener incluso una mayor importancia (Ghimire et al., 2016).

La infeccidon por Blastocystis parece ser frecuente en pacientes inmunodeprimidos,
especialmente los infectados con el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), receptores de
trasplantes de drganos o afectados de cancer (Boorom et al., 2008; Kurniawan et al., 2009;
Wawrzyniak et al., 2013; Mohtashamipour et al., 2015; Piranshahi et al., 2018). Ademas, los
nifios de paises en vias de desarrollo, si estdan inmunodeprimidos y padecen diarrea crénica
también son mas receptivos a padecer la infeccidn (Calik et al., 2011; Daryani et al., 2012). No
obstante, se dispone de datos limitados sobre la prevalencia y la importancia de las infecciones
por Blastocystis en pacientes inmunodeprimidos, tanto con infeccidn por VIH como sin ella, y no

se han realizado estudios comparativos exhaustivos con personas inmunocompetentes.

La presencia de Blastocystis también se ha relacionado con las condiciones climaticas,
siendo la infeccién aparentemente mas frecuente en épocas cdlidas. Segun Suresh y Smith
(2004) la infeccidén es mas frecuente en verano que en invierno o primavera, aunque en Espafia
se observé un maximo en adultos durante la primavera (Gonzalez-Moreno et al., 2011), mientras
gue otro estudio en Francia sefiala un pico mas alto en verano y otro en Estados Unidos una
mayor prevalencia entre julio y octubre (Amin, 2002). Segun los autores, los motivos que
justifican estas diferencias podrian estar relacionados con el comportamiento de las personas,
que realizan mas picnics y barbacoas en las épocas calidas y consumen verduras crudas que
podrian estar contaminadas con Blastocystis. Ademas, las personas viajan mas en verano,
especialmente a paises tropicales donde el nivel de higiene se considera mas deficiente y
podrian infectarse al ingerir alimentos o agua contaminadas, o incluso nadando en los rios. De
hecho, se ha observado que los pacientes con antecedentes de viajes recientes a paises de renta

baja presentan mayor prevalencia (Bart et al., 2013).

El mayor contacto en las épocas del afio mas cdlidas con animales en granjas y zooldgicos
también se ha sefialado como factor de riesgo (Sahimin et al., 2020). No obstante, otros estudios
han indicado que la infeccion por Blastocystis es mas frecuente en la estacién lluviosa (15,7%)
(octubre - noviembre) en comparacién con la estacién seca (13,9%) (junio) (Noradilah et al.,
2017b; Sylla et al., 2022) y otros no encuentran diferencias significativas (Salvador et al., 2016).
En cualquier caso, estos datos deben interpretarse con precaucién, ya que las diferencias
estacionales entre lugares geograficos a veces distantes dependen de una gran variedad de

factores, mas que de la estacion en si (Gonzalez-Moreno et al., 2011).
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1.7. Patogenicidad

Un aspecto especialmente debatido durante mucho tiempo esta relacionado con la
patogenicidad de Blastocystis sp. y la dificultad para responder incluso hoy en dia si este
protozoo es verdaderamente patégeno o comensal, o bien sélo es patégeno en situaciones
concretas como estados de inmunosupresion, malnutricidon o infecciones recurrentes (Scanlan
et al., 2014; Stensvold y van der Giezen, 2018; Kim et al., 2020; Shirvani et al., 2020). En muchos
casos de diarrea no se investigaron todas las causas infecciosas y no infecciosas, por lo que los
resultados al respecto no son concluyentes; de hecho, las estimaciones indican que la etiologia
de la diarrea es desconocida en aproximadamente un 25% de los pacientes afectados (Stensvold

et al., 2020).

A lo largo de los aios, se han realizado numerosos estudios comparando la presencia o
ausencia del parasito en grupos de pacientes sintomaticos y asintomaticos. No obstante, los
resultados estan condicionados por factores diversos que en ocasiones eran desconocidos,
como la duracién del estado de portador, periodo de incubacion, caracteristicas del cuadro
clinico (agudo, intermitente, crénico), etc. Ademas, las herramientas diagndsticas no fueron las
mismas en todos estos estudios, por lo que determinadas formas de Blastocystis sp. pudieron
pasar por alto cuando se usan técnicas como la microscopia dptica. En este sentido, se
recomienda el uso del cultivo por su mayor sensibilidad, aunque su utilidad es limitada en la

rutina diaria de los laboratorios clinicos de diagndstico (Tan, 2004).

En la evolucidon de las infecciones por Blastocystis sp. puede resultar decisiva tanto la
receptividad del hospedador como la patogenicidad del parasito (Tan et al., 2010; Fletcher et
al., 2012). Este microorganismo podria formar parte de la microbiota intestinal de individuos
sanos (asociado sobre todo con Rumicoccus spp. o Prevotella spp.), pues se han descrito
portadores asintomaticos durante periodos superiores a 10 afios. En este sentido, algunos
autores consideran que la presencia de Blatocystis sp. podria incluso reducir la incidencia de
enfermedades inflamatorias y autoinmunes en determinados individuos, puesto que el parasito
provoca la liberacién de IL-22, que estimula la secrecién mucosa en el intestino produciendo
alivio de los sintomas de colitis; ademas, Blastocystis puede participar en procesos metabdlicos
del hospedador como la descomposicion de la celulosa (Moosavi et al., 2012; Andersen y
Stensvold, 2016; Lepczynska et al., 2017). Otros estudios también concluyen el caracter

comensal de Blastocystis, al constatar que la presencia de sintomas gastrointestinales es similar
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en personas positivas y negativas y la mayoria de infectados son asintomaticos (Cheng et al.,

2003; Yowang et al., 2018; Mardani Kataki et al., 2019).

La presencia de Blastocystis sp. también se ha relacionado con diversos trastornos
intestinales como la enfermedad inflamatoria intestinal, el sindrome de intestino irritable y un
bajo indice de masa corporal. Algunos autores sugieren que Blastocystis sp. puede alterar la
composicion de la microbiota intestinal y favorecer la infeccidén gastrointestinal, lo que a su vez
puede tener un efecto negativo en la respuesta inmunitaria del hospedador. Sin embargo, no
esta claro si estos efectos también ocurren en seres humanos y se necesitan mas estudios para
determinar la relacién entre Blastocystis sp. y estos trastornos (Parija y Jeremiah, 2013;

Nourrisson et al., 2014; Scanlan et al., 2014).

En ocasiones, las conclusiones sobre la patogenicidad de Blastocystis sp. han estado
basadas en casos individuales. Boreham y Stenzel (1993a) o Vogelberg et al., (2010) informaron
gue la resolucidn de los sintomas coincide con la eliminacién del parasito, lo que sugiere que
podria ser la causa de la patologia, aunque excluyeron la presencia de otros patdgenos
(Moghaddam et al., 2005). Conclusiones similares fueron aportadas por otros investigadores, al
constatar que el uso de farmacos frente a Blastocystis reduce los sintomas y elimina el parasito
en pacientes con diarrea aguda, incluidos algunos que habian sido tratados con prednisona para
la artritis reumatoide (Lee et al., 1990; Moghaddam et al., 2005; Rossignol et al., 2005; Kaya et
al., 2007; Ertug et al., 2009; Parija y Jeremiah, 2013; Nourrisson et al., 2014; Scanlan et al., 2014).

Un consenso postulado por muchos investigadores consiste en reconocer a Blastocystis
sp. como patégeno cuando no se identifica ningln otro microorganismo causante de
enfermedad intestinal en los pacientes (bacteriano, virico o parasitario) y se observan mas de 5
formas en cada campo microscépico (40x) (Zierdt, 1991a; Stenzel y Boreham, 1996; Carbajal et
al.,, 1997; Kaya et al., 2007). Algunos estudios han relacionado el nimero de Blastocystis
identificados en la muestras fecales y la presencia de sintomas (Segui et al., 2017; Robles-
Cabrera et al., 2021) pero otros no han encontrado ninguna correlacién (Vargas-Sanchez et al.,
2015; Rudzinska et al., 2019) o consideran a Blastocystis sp. como un patégeno potencial

independientemente del nimero de pardsitos por campo (Mohemmi et al., 2015).

La patogenicidad de Blastocystis también se ha intentado relacionar con determinadas
formas del ciclo vital, tanto en muestras fecales como en cultivos in vitro. Concretamente, la

forma ameboide es una de las etapas que se encuentra en porcentajes mas altos en cultivos in
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vitro de aislados de pacientes sintomaticos, en comparacion con aislados obtenidos de
individuos asintomaticos (Tan y Suresh, 2006a, 2006b). También se ha observado que la
morfologia ameboide predomina sobre la vacuolar en los lavados colonoscépicos y pacientes
con sindrome diarreico agudo (Tan y Suresh, 2006b; Zhang et al., 2012) y su presencia se ha
relacionado con la aparicion de urticaria en determinados pacientes (Valsecchi et al., 2004; Tan

y Suresh, 2006b; Abdel-Hameed et al., 2011).

Otro aspecto ampliamente investigado son las diferencias en la patogenicidad en
funcidn del subtipo (ST) de Blastocystis, aunque los resultados siguen sin ser concluyentes. Esta
observacién fue avanzada por Clark (1997) y autores como Kaneda et al., (2000) ya propusieron
que los ST1, ST2 y ST4 podrian ser responsables de sintomas gastrointestinales. Algunos
investigadores han registrado una mayor frecuencia de ST1 y ST2 en pacientes con sintomas
gastrointestinales en comparacion con el grupo control (Yan et al., 2006; Stensvold et al., 2009a;
Tan et al., 2010; Cakir et al., 2019). La variante ST2 se ha relacionado con la presencia de
sintomas gastrointestinales y urticaria (Stensvold et al., 2010; Vogelberg et al., 2010) y este
subtipo fue identificado en el 100% de pacientes con diarrea en Colombia, mientras que las
personas asintomaticas estaban parasitadas por ST1 (Ramirez et al., 2014). No obstante, otros
estudios no han confirmado la patogenicidad de ST2 (Yoshikawa et al., 2004a; Dogruman-Al et

al., 2008).

La variante ST3 también se ha identificado en una mayoria de pacientes afectados de
urticaria (Katsarou-Katsari et al., 2008; Abdel-Hameed et al., 2011) mientras que otros estudios
identifican el subtipo ST4 como muy prevalente en pacientes con diarrea grave (Dominguez-
Marquez et al., 2009; Stensvold et al., 2011a). Otros trabajos también han asignado poder
patégeno a los subtipos ST5 (Alfellani et al., 2013b), ST6 (Rene et al., 2009; Dagci et al., 2014;
Koltas and Eroglu, 2016) y ST7 (Poirier et al., 2012). El ST8 es poco frecuente en humanos,
aunque en dos estudios también se ha relacionado con sintomas graves (Stensvold et al., 2008;

Roberts et al., 2013).

Las anteriores consideraciones revelan la ausencia de consenso en cuanto a la
patogenicidad de los distintos subtipos de Blastocystis. De hecho, son también diversos los
estudios donde no se encuentra un asociacidén estadistica entre la distribuciéon de diferentes
subtipos y la presencia o ausencia de sintomas en los pacientes (Andiran et al., 2006; Ozyurt et

al., 2008; Dogruman-Al et al., 2009; Dogan et al., 2017).
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1.8. Virulencia

Blastocystis sp. es un protista anaerobio extracelular que coloniza el intestino grueso
(Pintong et al., 2018). Los estudios en modelos de roedores y cerdos infectados naturalmente
han demostrado que el parasito se localiza en la luz y la superficie mucosa del intestino grueso
principalmente en el ciego y el colon (Tan, 2008). Entre los mecanismos de patogenicidad se
incluye la liberacién de proteasas y hialuronidasa, por las cuales Blastocystis sp. invade y
coloniza la ldmina propia, submucosa y capa muscular de la mucosa del colon. La hialuronidasa
despolimeriza el acido hialurénico encargado del mantenimiento y estabilizacion de las
proteinas de la matriz extracelular, por lo que se pierde la integridad de la mucosa intestinal y
aumenta la permeabilidad. Este efecto esta potenciado por las glicosil-transferasas que
favorecen la fosforilacién de la cadena ligera de miosina al activar la Rho quinasa, con la
consecuente formacion de fibras de actina de estrés que aumentan la contraccion de las fibras
de actomiosina ancladas a las uniones estrechas. La tripticasa de mastocitos y proteasas como
la serin-proteasa secretada por Blatocystis sp. incrementa la permeabilidad intestinal al unirse
al extremo N-terminal de los receptores PAR-2 acoplados a proteina G, permitiendo asi la
apertura de las uniones estrechas y el paso de agua y electrolitos a la luz intestinal, lo que

ocasiona diarrea (Chandramathi et al., 2010; Wawrzyniak et al., 2012).

Entre las proteasas secretadas por Blastocystis destacan las cistein-proteasas, que
también favorecen la invasion y proliferacidn a través de la catalisis de reacciones metabdlicas
y degradacion del tejido conectivo de la mucosa intestinal. Entre ellas se incluye la legumaina 'y
la captesina B (Sio et al., 2006; Abdel-Hameed and Hassanin, 2011). Mediante estudios in vitro,
se ha comprobado que las cistein-proteasas degradan las IgA del hospedador, permitiendo al
pardsito evadir la respuesta inmunitaria, ademas de comprometer la unidn estrecha mediada
por Rho/ROCK e inducir la secrecion de citoquinas inflamatorias a través de NF-kB y la apoptosis
de las células del hospedador (Mirza et al., 2011) (Figura 10). Ademads, existen inhibidores de
proteasas del hospedador con efectos sobre la homeostasis intestinal, péptidos no ribosémicos
y polipéptidos con actividad antibacteriana e inmunomoduladora, que podrian promover la

disbiosis de la microbiota intestinal (Puthia et al., 2008).
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Figura 10 Algunos mecanismos de patogenicidad de Blastocystis sp. en cultivo intestinal In vitro
(Stensvold et al., 2020)

Blastocystis  también  segrega hidrolasas (fucosidasa, hexosaminidasa y
poligalacturonasa) que degradan los tejidos del hospedador y glicoproteinas del moco intestinal,
rompiendo esta barrera protectora contra agentes infecciosos (Parija y Jeremiah, 2013; Bastidas
et al., 2019). El sistema inmune por su parte activa la respuesta Th2, lo que permite la liberacién
de citoquinas (IL-3, IL-4) que provocan hiperplasia de las células caliciformes para incrementar
la produccién de moco. Los glucoconjugados que se encuentran en la superficie de los protozoos
también desempefian un papel importante en la invasiéon, adhesion y evasidén de la respuesta
inmune del hospedador. Los antigenos aislados de Blastocystis sp., tienen la capacidad de
suprimir a las células mononucleares, provocando efectos perjudiciales para las células
epiteliales del intestino, debido a que induce apoptosis y desnaturalizacion de las proteinas

(Ajjampury Tan, 2016).

La respuesta inmune implicada en la infeccidon por este parasito también incluye la
respuesta alérgica mediada por IgE que activa a los linfocitos Th2 los cuales sintetizan citoquinas
especificas (IL-3, IL-4, IL-5 e IL-13) que permiten la adhesion del microorganismo a las células
epiteliales intestinales, afectando la homeostasis intestinal y permitiendo el reclutamiento de

células inflamatorias (El Saftawy et al., 2019).

Se ha descrito que algunos subtipos de Blastocystis sp., especificamente el subtipo ST3,
pueden inducir una alta proliferacion de células cancerigenas in vitro. Se cree que esto se debe

aunaumento en la produccién de TGF-B (factor de crecimiento transformador-beta) y catepsina
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B, asi como una disminucion en la produccidn de IFN-y y la expresion de p53. Ademas, el estrés
oxidativo causado por la presencia del parasito en el intestino también puede contribuir a la
aparicion de neoplasias. Por ello, se ha sugerido que Blastocystis sp. puede tener un papel en la
apariciéon de neoplasias gastrointestinales, aunque la dificultad para completar el ciclo vital in
vitro de los distintos subtipos, especialmente del mas comun (ST3), impide obtener datos
concluyentes en este sentido (Fayer et al., 2014; Kumarasamy et al., 2017; Vdovenko, 2000).
Otro de los principales retos para estudiar la patogénesis de Blastocystis sp. es la falta de un
modelo animal adecuado para determinar si el parasito puede cumplir los postulados de Koch.
Los informes de infecciones experimentales con Blastocystis sp. han concluido que por ejemplo
los ratones de laboratorio no son adecuados como modelos animales para estos fines (Suresh

et al., 1995; Moe et al., 1997; Tan, 2008; Tan et al., 2010).

1.9. Manifestaciones clinicas

La blastocistosis también se ha denominado enfermedad de Zierdt-Garavelli en honor a
dos de los investigadores que mas han estudiado este microorganismo (Garavelli et al., 1991).
El curso clinico puede ser asintomatico o sintomatico, y en este Ultimo caso con un cuadro leve
y autolimitado de caracter agudo o crénico cuya duracidn oscila entre 3 y 10 dias, aunque puede

persistir durante meses e incluso anos (Tan et al., 2010).

El sintoma mas frecuentemente asociado a la infeccidén por Blastocystis es la diarrea,
junto con otros como dolor y distension abdominal, flatulencias, nauseas, vomitos y molestias
abdominales inespecificas (Belleza et al., 2015; Jiménez et al., 2019). Se ha descrito el caso de
un paciente fallecido por diarrea refractaria y fulminante siendo Blastocystis sp. el Unico agente
identificado (Zierdt y Tan, 1976). En pacientes con inmunosupresion son mas frecuentes los
cuadros diarreicos crénicos, persistentes o recidivantes, sobre todo los afectados por el
sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) y enfermos de cancer (Rasti et al., 2017;

Cristanziano et al., 2019; Asghari et al., 2020; Asghari et al., 2021; Khorshidvand et al., 2021).

Otro grupo de sintomas relacionados con este protozoo son la manifestaciones alérgicas
atépicas como prurito palmo-plantar, urticaria, rinitis, asma bronquial, angioedema,
rinoconjuntivitis y artralgias (Valsecchi et al., 2004; Gupta y Parsi, 2006). Ademas se ha descrito
un caso de sindrome de Steven Johnson en una nifia de 6 afios con una infeccion por Blastocystis
sp. que cursaba con diarrea y dolor abdominal (Singh et al., 2019). También, se denuncia el caso

de un paciente en el que se aislé Pseudomonas aeruginosa y Blastocystis en una peritonitis
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asociada a didlisis peritoneal ambulatoria (Boccardo et al., 1996). Otros sintomas relacionados
son mas inespecificos, como anorexia, cefalea, mareo, fiebre, insomnio, laxitud, deshidratacion,
pérdida de peso, prurito anal, tenesmo, colitis, proctosigmoiditis hemorragica y ocasionalmente

estrefimiento (Lucia et al., 2007; Stensvold et al., 2009c).

La infeccidon por Blastocystis sp también se ha asociado con cuadros extraintestinales.
Concretamente, se ha descrito un caso de artritis en la que se visualizé microscépicamente
Blastocystis en el liquido sinovial, relacionando la diseminacién hematdgena del parasito con el
estado de inmunodepresion del paciente por el tratamiento antiinflamatorio administrado
(Alamlih et al., 2020). Anteriormente, ya se habia denunciado un caso de artritis reactiva tras
enteritis por Blastocystis, postulando los autores que este parasito sea incluido en el diagnostico

diferencial en esta patologia (Lee, 1990).

Diversos estudios también se han centrado en el papel potencial de Blastocystis sp. en
el sindrome del intestino irritable (Giacometti et al., 1999). No obstante, no se ha podido
confirmar que sea el agente etioldgico primario, sino que probablemente su proliferacion
obedezca a un desequilibrio de la microbiota. En este sentido, determinados microhabitats
intestinales podrian favorecer el crecimiento de este protozoo. En un estudio se evidencio que
cuatro pacientes con obstruccién intestinal por un carcinoma presentaban una infeccion masiva
por Blastocystis que remitid sin tratamiento tras la resolucién quirdrgica de la obstrucciéon
(Horiki et al., 1999). Otro caso clinico se comunicd en un paciente con transplante alogénico de
médula dsea afectado de diarrea profusa por un cuadro agudo de enfermedad intestinal post-
transplante (GVHD), en el que la intensa infeccidn por Blastocystis remitid tras tratamiento con

metronidazol (Ghosh et al., 1998).

1.10. Diagnostico

Los métodos mdas comunes para la deteccidn de Blastocystis sp. consisten en el examen
microscopico de muestras fecales o el cultivo xénico in vitro (Stensvold et al., 2007a; Tan, 2008).
Estas técnicas pueden subestimar la presencia del parasito si tenemos en cuenta que algunas
formas son dificilmente reconocibles al microscopio (ej. quistes) y en otros casos, su viabilidad
para el cultivo puede estar deteriorada por las condiciones ambientales o el tratamiento
farmacoldgico. Ademas, el cultivo requiere tiempo y puede sesgar el genotipado posterior
debido a la diferente capacidad de los aislados para crecer en un medio selectivo (Roberts et al.,

2011).
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En la actualidad, se han descrito varios enfoques diagndsticos basados en la reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR) a partir de heces directamente o de muestras obtenidas tras el
cultivo (Yoshikawa et al., 20044a; Scicluna et al., 2006; Santin et al., 2011). Diversos estudios han
demostrado que estas técnicas moleculares son tan sensibles como el cultivo in vitro (Suresh y
Smith, 2004; Parkar et al., 2007; Stensvold et al., 2007a), destacando por su alta sensibilidad las
técnicas de PCR cuantitativa en tiempo real (qPCR) que amplifican una regién del gen de la
subunidad pequefia del RNA ribosomal (SSU-rRNA) y permiten la subtipificacion de los aislados
por secuenciacion directa de los productos de la qPCR (Poirier et al., 2011; Stensvold et al.,
2012a). Actualmente, para el diagndstico y determinacidn de subtipos de Blastocystis también
se puede utilizar la secuenciacion Nanopore MinlON que permite conseguir secuencias de

referencia de longitud completa para cada uno de los nuevos subtipos (Maloney et al., 2019b).

1.10.1. Cultivo in Vitro

Blastocystis es un microorganismo que a lo largo de la historia se ha conseguido cultivar
en diversos medios xénicos y axénicos (Roberts et al., 2011; Piekara-Stepiniska et al., 2018) (Tabla
2). El cultivo in vitro no se utiliza de forma rutinaria como herramienta diagndstica dada su
complejidad y el tiempo que requiere el crecimiento del pardsito, aunque puede resultar muy
util en caso de diagndstico microscdpico incierto. En términos comparativos, el cultivo xénico in
vitro resulta mas sensible que la técnica de concentracion con formol y acetato de etilo
(Leelayoova et al., 2002; Suresh y Smith, 2004; Elghareeb et al., 2015). El medio de cultivo mas
ampliamente utilizado es el de Jones (medio xénico monofasico con suero de caballo) debido a
la simplicidad de su preparacién y minimos requisitos de mantenimiento. Dada su alta
sensibilidad, se ha descrito como el medio de aislamiento mas sencillo y el método de
diagndstico de referencia para detectar Blastocystis sp. (Leelayoova et al., 2002;

Termmathurapoj et al., 2004; Gallegos et al., 2013).
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Tabla 2 Evolucion histdrica del diagndstico de Blastocystis sp. mediante cultivo

Autor Xénico Axénico Descripcion Aio Referencias
Primer cultivo xénico en (Moghaddam et al.,
Barret X . . 1921
medio suero-salino 2005)
Medio monofasico,
Jones X . 1946 (Barret, 1921)
prueba de referencia
Medio complejo para el
Robinson X ] pielop 1968 (Gallegos et al., 2013)
cultivo de amebas
. Medio Boeck-Drbohlav
Zierdt/ o . .
. X modificado (MBDM) o medio 1974 (Robinson, 1968)
Williams
Locke
Zierdt/ Medio Locke axenizado con 1981 (Zierdt and Williams,
Swan una mezcla de antibidticos 1974)
Medio Locke sin capa de (Zierdt and Swan,
Dunn . . 1989
aceite mineral 1981)
Upcroft X Medio minimo esencial 1989 (Dunn et al., 1989)
Kukoschke/ SDS-PAGE Western blot e
. X . L 1991 (Upcroft et al., 1989)
Miiller inmunodifusion
Medio de Dulbecco
. (Kukoschke and
Ho X modificado por Iscove 1993
. Muller, 1991)
monofasico

Ficoll-metrizoico y medio
Lanuza X . 1996 (Hoetal., 1993)
fresco con antibidticos

1.10.2. Microscopia

El analisis microscépico de muestras fecales en fresco o previamente concentradas es la
técnica mas utilizada en los laboratorios de diagndstico para identificar la presencia de
Blastocystis sp., cuya visualizacién resulta mas facil previa tinciéon tricromica o con yodo (Tabla
3) (Kellogg and Elder, 1999; Roberts et al., 2011; Nagel et al., 2015). La forma vacuolar de 5-8
um se considera la morfologia estandar, aunque también debe descartarse la presencia de
formas multivacuolares mas pequefias para evitar diagndsticos negativos errdneos; ademas, se
recomienda analizar varias muestras de heces ya que la excrecidon del parasito es irregular

(Vennila et al., 1999).

El frotis directo se prepara mezclando una pequefia cantidad de heces con unas gotas
de solucion salina, siendo la técnica mas sencilla. Su sensibilidad es baja debido a la pequefia
cantidad de muestra utilizada, por lo que es necesario observar multiples preparaciones, aunque

la visualizacién del pardsito se mejora con la adicion de yodo, que colorea el glucégeno y hace
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visibles los nucleos (Elghareeb et al., 2015). La identificacion también resulta sencilla con la
tincién tricrémica modificada, que colorea el cuerpo central de un tono gris o verde y los
elementos del citoplasma de color rojo oscuro (Escobedo et al., 2007; Stensvold et al., 2007a;
Mohapatra et al.,, 2018). No obstante, para conseguir un incremento en la sensibilidad se
requiere procesar las heces mediante un método de concentracion, siendo la técnica de
sedimentacion con formol y acetato de etilo (FECT) la mas ampliamente utilizada para identificar
protozoos intestinales, aunque su sensibilidad sigue siendo inferior a la que proporciona el

cultivo in vitro en medio de Jones (Suresh y Smith, 2004; Elghareeb et al., 2015).

Blastocystis sp. puede adoptar multiples formas (vacuolar, granular, avacuolar,
multivacuolar, ameboide y quiste) por lo que algunas pueden pasar inadvertidas o ser
confundidas con artefactos (Parijay Jeremiah, 2013; Del Coco et al., 2017). No obstante, la forma
mas frecuentemente identificada es la vacuolar, con un didmetro de 6-40 um y un gran cuerpo
central rodeado de hasta seis pequefios nucleos, seguida de las formas quistica, granular y
finalmente la ameboide, que se encuentra principalmente en medio de cultivo (Elghareeb et al.,

2015).

De acuerdo con las guias clinicas médicas, la intensidad de la infeccion debe notificarse
en funcion del niumero de parasitos por campo microscopico (x400) como intensidad alta (> 5)
o baja (< 5) (Lee, 1990; O’gorman et al., 1993). Un estudio demostré que los pacientes con
sindrome de intestino irritable son significativamente mas propensos a tener mayor intensidad
de parasitacion de Blastocystis por campo (Giacometti et al., 1999). No obstante, otras
investigaciones informaron de una falta de correlacion entre el nimero de Blastocystis por
campo y la gravedad de los sintomas (Ozyurt et al., 2008). Se ha sugerido que la heterogeneidad
de las cepas de Blastocystis sp. y los factores dependientes del hospedador pueden explicar

estas discrepancias (Leder et al., 2005).
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Tabla 3 Técnicas de microscopia para la deteccién de Blastocystis sp.

Técnicas Descripcion
Frostis directo Identifica protozoos méviles
Frotis con tincién de yodo Identifica los quistes: citoplasma amarillo dorado, material

glucdgeno marrén y nucleos refractiles

Técnica de concentracién con Identifica protozoos intestinales en muestras de heces
formol y acetato de etilo conservadas
Tincidn tricrémica modificada Cuerpo central grande (aspecto gris/verde

y citoplasma de color rojo oscuro)

1.10.3. Serologia

En el diagndstico de las infecciones por Blastocystis sp. se han utilizado diversas técnicas
seroldgicas, que proporcionan informacion sobre la respuesta inmunitaria del paciente ante la
presencia del parasito (Salman, 2015). El ensayo inmunoenzimatico (ELISA) sigue siendo la
técnica seroldgica mas utilizada, cuya sensibilidad y especificidad se ha intentado mejorar en los
ultimos afios (Dogruman-Al et al., 2015). En la tercera conferencia internacional de Blastocystis,
se presentd un estudio comparativo realizado en Hungria donde se demostraba la correlacion
de una prueba ELISA con otras técnicas como la microscopia y el cultivo (Kurt et al., 2021). Otras
pruebas que proporcionan elevada sensibilidad y especificidad son los ensayos de Western blot,
aunque su ejecucién requiere mas tiempo y son mas complejos que las pruebas ELISA (Nagel et
al., 2015b). Otras técnicas seroldgicas que se han utilizado para el diagndstico de las infecciones
por Blastocystis incluyen las pruebas de inmunofluorescencia (IFA), ensayo de hemaglutinacién
indirecta (IHA) y ensayo de aglutinacidon en latex (LAA), aunque su rendimiento no se ha

evaluado tan extensamente como los ensayos ELISA y Western blot (Kaneda et al., 2000).

1.10.4. Diagndstico molecular

El diagndstico de Blastocystis ha experimentado un avance significativo en los ultimos
afios debido a la introduccién de técnicas moleculares y del andlisis filogenético. Clark (1997) y
Bohm-Gloning et al., (1997) indicaron que la subunidad pequefia del RNA ribosémico (SSU-rRNA)
en Blastocystis sp. procedentes de humanos es genéticamente diversa, pudiendo su secuencia
genética coincidir con la del SSU-rRNA en Blastocystis procedentes de un hospedador no

humano, lo que cambid la perspectiva de este protozoo al introducirse la posibilidad de que

56



Introduccion

fuera un agente zoondtico. Desde ese momento se desarrollaron nuevas técnicas de diagndstico

para identificar diferentes dianas de deteccion.

La primera reaccién en cadena de la polimerasa en tiempo real (RT-PCR) fue desarrollada
por Stensvold et al., (2006) quien describe una especificidad del 100% y sensibilidad superior a
la del diagnéstico microscépico para detectar Blastocystis sp. en muestras de heces humanas.
Con el avance de los estudios moleculares se publicaron las secuencias del gen SSU-rRNA en un
numero creciente de aislados de Blastocystis sp., surgiendo asi la necesidad de clasificarlas
mediante un procedimiento aceptado por toda la comunidad cientifica. Por ese motivo, en 2007
se estandarizé la nomenclatura de los subtipos (ST) de Blastocystis (Stensvold et al., 2007b),
aunque no habia una opinidn unanime sobre una técnica de subtipado universal a aplicar en
todos los laboratorios. Asi, se propusieron dos formas de diagndstico: a) secuenciacién de los
amplicones obtenidos por PCR del gen de la subunidad pequefia del rRNA (SSU-rRNA) y b)
cebadores especificos de ST (cebadores especificos de sitio de secuencia marcada - STS), que

amplificaban especificamente un subtipo u otro (Yoshikawa et al., 2004a;Stensvold, 2013a).

En 2008, Jones et al., propusieron un ensayo de RT-PCR que identifica un amplicon de
152 pb en una regidn desconocida del genoma de Blastocystis (validado frente a ST1, ST3 y ST4).
Posteriormente, se describieron ensayos de RT-PCR "pan-Blastocystis" que permiten el
subtipado (ST1-ST9) mediante el analisis de la curva de fusion; sin embargo, el tamafio del
producto de PCR (320 a 342 pb) pueden reducir la sensibilidad de la técnica, problema que se

une a la especificidad incompleta (95%) de la prueba (Poirier et al., 2011).

La posterior introduccion de la tecnologia TagMan, que utiliza una sonda de hidrélisis
basada en el gen SSU-rRNA (sonda especifica y control de proceso interno para identificar casos
de inhibicién de la PCR), proporcioné un 100% de especificidad y capacidad para detectar nueve
subtipos (Stensvold et al., 2012a). Este método no se ha utilizado en estudios a gran escala; sin
embargo, podria ser util en la practica clinica porque puede identificar si los rangos de los valores
Ct (ciclo umbral) estan asociados con el ST y si el desarrollo de sintomas en los pacientes esta
asociado con la cuantificaciéon del ADN especifico de Blastocystis, permitiendo a los clinicos

elegir un mejor enfoque de tratamiento con el resultado del informe (Stensvold et al., 2012a).

Los investigadores han propuesto diferentes regiones del gen SSU-rRNA como dianas de
PCR y secuenciacion (Stensvold y Clark, 2016). Uno de los métodos es similar a la técnica

denominada “barcoding” o cddigo de barras genético, que se utiliza tradicionalmente para la
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identificacion de especies amplificando y secuenciando un gen mitocondrial. En el caso de
Blastocystis, la propuesta de “cédigo de barras” se basa en la secuenciacidon de un segmento
que abarca los ~ 600 pb del extremo 5', del gen de SSU-rRNA, que por su variabilidad
proporciona informacién que puede sustituir a la obtenida del gen completo. Toda la
informacidon necesaria para aplicar este procedimiento estd disponibles en GenBank®,
Blastocystis ~ Subtype (18S), y en Sequence  Typing (MLST) Database
(http://pubmlst.org/blastocystis) (Stensvold, 2013a).

Una adaptacion ampliamente utilizada en la actualidad es la propuesta por Santin et al.,
(2011). Partiendo de regiones conservadas de distintos subtipos de Blastocystis depositadas en
GenBank®, estos investigadores desarrollaron un conjunto de cebadores especificos basados en
el alineamiento multiple de secuencias del gen SSU-rRNA. Asi, los cebadores forward Blast 505-
532 (5’ GGA GGT AGT GAC AAT AAATC 3') y reverse Blast 998-1017 (5' TGC TTT CGC ACT TGT
TCATC 3’) amplifican un fragmento de aproximadamente ~ 500 pb (479) mediante un protocolo
de PCR mas sensible que el efectuado con otros cebadores, ya que contiene la regién variable

gue permite la subtipificacidn y posibilita el analisis filogenético de este parasito.

Paralelamente, se desarrolld6 un método de cebadores PCR de sitio marcado por
secuencia (Sequence-Tagged-Site PCR primers o STS) basado en el uso de cebadores especificos,
gue no precisa secuenciacion y permite detectar directamente infecciones mixtas por distintos
subtipos (Yoshikawa et al., 2004a; Stensvold, 2013b). No obstante, la técnica Unicamente
detecta determinados subtipos (ST1, ST2, ST3, ST4, ST5, STS y ST7) y en algunos se ha sefialado
una baja sensibilidad (ST4) (Stensvold, 2013b).

En la actualidad y debido a su elevada prevalencia en poblacién humana, Blastocystis
sp. se ha incluido en paneles diagndsticos comerciales de patdgenos gastrointestinales como
NanoChip (Savyon Diagnostics, Israel), EasyScreen™ Enteric Parasite Detection Kit (Genetic 305
Signatures, Sydney, Australia) y Feconomics (Salubris Inc, Boston, USA) lo que supone una
mejora en la practica clinica diaria, especialmente a la hora de decidir el manejo del paciente
(Stensvold and Clark, 2016). En la Tabla 4 se resumen las diversas técnicas moleculares que se

han utilizado en la deteccidn de este protozoo.
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Tabla 4 Técnicas de diagndstico molecular de Blastocystis sp.

Técnica Diana Afo Referencias
Primera PCR ~ 300 pb (extremo 3' del fragmento del gen SSU- 2006 (Stensvold et
rRNA) al., 2006)
Ensayo RT-PCR 152-bp (regidon desconocida del genoma de 2008 (Jones et al.,
Blastocystis) 2008)
Ensayo RT-PCR 320 a 342 pb (fragmento del gen SSU-rRNA) Detecta 2011 (Poirier et al.,
basado en SYBR- RNA especifico de Blastocystis mediante analisis de la 2011)
green curva de fusién
RT-PCR con sondas  Utilizar una sonda de hidrdlisis basada en el 2012 (Stensvold et
TagMan fragmento del gen SSU-rRNA y Ct (ciclo umbral) al., 2012a)
Cddigo de barras ~600 pb-5' (fragmento del gen SSU-rRNA) Cebador 2006 (Scicluna et al.,
(Barcoding) directo de especificidad eucariota (RD5) y cebador 2006)
inverso de especificidad de género (BhRDr)
Protocolo de PCRy  ~ 500 pb (fragmento del gen SSU-rRNA) 2011 (Santin et al.,
secuenciacion Cebador directo Blast 505-532 2011)
(5" GGA GGT AGT GAC AAT AAATC 3')
Cebador inverso Blast 998-1017
(5" TGC TTT CGC ACT TGT TCATC 3’)
Cebadores de ~ 300-700 pb 2004  (Yoshikawa et

secuencia
especifica (STS)

Utiliza cebadores de diagnéstico especificos
(ST1aST7)

al., 2004a)

1.10.5. Otras técnicas moleculares

1.10.5.1.

Tipificacion de secuencias Multilocus

Multilocus sequence typing 6 MLST ofrece otra posibilidad de estudio de la variabilidad

genética en Blastocystis sp. y se basa en la secuenciacién de varios loci (Enright y Spratt, 1999;

Urwin y Maiden, 2003). Esta técnica ha permitido investigar las diversidad de subtipos de

Blastocystis sp. combinando la secuenciacidon de alto rendimiento y la bioinformatica con

técnicas especificas de genética de poblaciones (Stensvold et al., 2012b). Se establece asi un

sistema de tipificacién reproducible, portatil y escalable que aporta informacion sobre la

evolucidon de especies de patégenos (Urwin y Maiden, 2003). Un estudio mediante MLST

encontroé variabilidad genética intra-subtipo dentro de ST3 y ST4. Los resultados sugieren que

ST4, por su escasa variacidon de secuencias y por ser mucho mas comun en poblaciones europeas

que en otras, ha colonizado seres humanos mas recientemente que ST3 (Dominguez-Marquez

et al., 2009; Stensvold et al., 2011a).
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1.10.5.2. Metagendmica

La metagendmica es una técnica no dirigida, amplia y sensible que en su origen se
limitaba a estudiar las comunidades bacterianas en varios tipos de muestras y posteriormente
se ha utilizado para investigar el genoma de comunidades de otros microorganismos en un
entorno determinado, incluyendo virus y parasitos (Andersen et al., 2015; Wylezich et al., 2019).
De hecho, son numerosos los estudios de la microbiota, constituida por bacterias, virus, hongos,
arqueas y protozoos, cuyo papel en el ecosistema intestinal humano empieza a reconocerse y a
comprenderse mas profundamente (Kim et al., 2022). Dado que Blastocystis sp. es un protozoo
intestinal con una patogenicidad controvertida, se han realizado algunos estudios para explorar
su papel en el intestino humano. Andersen et al., (2015) estudiaron los datos obtenidos por
analisis metagendmico de 316 muestras de ADN fecal humano mediante la busqueda de genes
especificos de subtipos de Blastocystis sp. y observaron que la presencia de este protozoo es
mucho menos frecuente en aquéllas con predominio de Bacteroides sp. que en las que
predominaban Ruminococcus sp. y Prevotella sp., siendo estas Ultimas indicativas de un sistema

microbiano intestinal rico.

Beghini et al., (2017) reconstruyeron el genoma completo de Blastocystis sp. a partir de
metagenomas, proporcionando nueva informacion sobre la diversidad en el género, los rasgos
funcionales y las relaciones filogenéticas dentro de los subtipos. Estos autores concluyen que
Blastocystis sp. es un componente de la microbiota intestinal saludable, al no encontrar
asociacién positiva con la enfermedad gastrointestinal y a su menor presencia en los individuos
afectados por disbiosis asociada con cancer colorrectal y enfermedad de Crohn. Por el contrario,
Yason et al.,, (2019) encontraron que el ST7 de Blastocystis sp. puede desencadenar un
desequilibrio en las poblaciones de la microbiota, lo que podria relacionarse con su efecto

patdgeno.

Un analisis paralelo acerca del efecto de Blastocystis sp. y Entamoeba sobre la
microbiota realizado por Even et al., (2021) permitié concluir que Blastocystis estaba asociado
con una mayor riqueza y uniformidad de la microbiota intestinal. Por el contrario, Entamoeba
se asoci6 soélo con mayor riqueza, lo que sugiere que estos dos protozoos interactian con las
bacterias intestinales de diferente manera (Even et al., 2021). Recientemente, se analizé una
cohorte coreana con 39 muestras fecales, mostrando resultados similares al resto de estudios
anteriores: el grupo Blastocystis-positivo presentd mayor riqueza y diversidad de la microbiota,

indicando que este parasito es un biomarcador potencial de una microbiota intestinal saludable

60



Introduccion

o incluso un promotor de la eubiosis del microbioma intestinal (Kim et al., 2022). Queda mucho
camino por recorrer en la comprension de la microbiota intestinal. Aun asi, con la ayuda de la
metagendmica, su investigacion futura puede conducir al desarrollo de alternativas terapéuticas

innovadoras, como la suplementacién con probiéticos.

1.10.5.3. Metabarcoding

El metabarcoding se basa en la secuenciacion de nueva generacion complementada con
PCR en tiempo real y es otra herramienta de alta sensibilidad que se ha utilizado para detectar
y diferenciar Blastocystis sp. (Stensvold et al., 2021). Es una técnica rentable si se compara con
otros métodos como la metagendmica, aunque sélo proporciona informacion sobre unos 300 -
400 pb del gen SSU-rRNA. Las consultas BLAST deben interpretarse con sumo cuidado vy, a
diferencia de la metagendmica, esta técnica no proporciona informacion sobre otros genes,

pese a requerir equipamientos similares (Stensvold et al., 2021).

Scicluna et al., (2006) desarrollaron un método para subtipar Blastocystis sp. utilizando
un enfoque equivalente al cédigo de barras de ADN en animales, basado en la amplificacion de
un segmento de 600 pb del gen SSU-rRNA de Blastocystis sp. seguido de su secuenciacion (Clark
et al., 2013). Algunos afios después, Stensvold et al., (2021) detectaron con esta tecnologia
varios parasitos unicelulares intestinales en las heces de humanos y cerdos y obtuvieron
informacidn sobre subtipos de Blastocystis sp. y la diversidad intra-subtipo. La técnica también
ha sido utilizada por Chihi et al., (2022) para la detectar y diferenciar protistas intestinales
humanos y concluyen que proporciona valiosos datos sobre la diversidad

intragenérica/especies, ayudando a establecer relaciones taxondmicas entre microorganismos.

1.10.5.4. Secuenciacién mediante nanoporos

Esta tecnologia, comercializada bajo el nombre “Oxford Nanopore MinlON”, se ha
utilizado para generar secuencias completas de gran precisién (> 1800 pb) del gen SSU-rRNA de
Blastocystis sp. a partir de aislados obtenidos de cultivo y heces (Maloney y Santin, 2021). Para
ello se utiliza un dispositivo de nanoporos que permite el paso de una sola hebra de acido
nucléico para su secuenciacién con total precision. La secuenciacidon se basa en las sefiales
eléctricas de las respectivas bases A, T, G y C, recopilando la informacion de la secuencia de
forma continua mediante un software ad hoc (Maloney et al., 2020). Se generan asi lecturas

largas (~ 882 kb), que facilitan el ensamblaje de los genomas procaridticos y eucaridticos. Esta
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técnica produce por tanto secuencias completas que permiten incluso identificar muestras con
subtipos mixtos y de baja abundancia. Hasta la fecha, esta herramienta ha generado referencias
de longitud completa para 17 subtipos. En la actualidad, se recomienda disponer de una
secuencia casi completa para poder describir un nuevo subtipo. La técnica contribuye ademas a
obtener un analisis filogenético mas sélido (Maloney et al., 2020, 2023; Maloney y Santin, 2021).
Utilizando esta tecnologia, Higuera et al., (2021) han descrito recientemente un nuevo subtipo
(ST32) en una cabra y una vaca en Colombia. Los autores evidencian ademads en su estudio la
gran diversidad de subtipos en animales domésticos, incluyendo algunos identificados en

humanos, mostrando una vez mas su transmision zoondtica potencial.

1.11. Actualizacion de los subtipos de Blastocystis sp.

Los nuevos métodos de diagndstico han permitido un avance significativo en la
identificacion de los subtipos de Blastocystis, lo que permitira a corto plazo tener una visién
precisa de la distribucion mundial de este parasito en la especie humana, en animales y en el
medio ambiente. La estandarizacién de la nomenclatura para identificar y denominar los
subtipos de Blastocystis sp. fue propuesta por Stensvold et al. (2007b) en base a la secuenciacion
del gen SSU-rRNA. Los autores describen nueve subtipos (ST1-ST9) en muestras aisladas de aves
y mamiferos y proponer sustituir el término "Blastocystis hominis" por Blastocystis sp. El subtipo
10 fue descrito dos afios después en hospedadores no humanos (Lemur catta, Bos taurus, Ovis
aries y Capreolus) en Dinamarca (Stensvold et al., 2009a) y un poco mas tarde se describen
también en animales siete nuevos subtipos (ST11-ST17) (Parkar et al., 2010; Fayer et al., 2012;
Alfellani et al., 2013c).

La diversidad de subtipos de Blastocystis sp. identificados en animales es muy amplia.
En el ganado vacuno (Bos taurus) se identificaron los subtipos ST1, ST3, ST5, ST10, ST14
(Stensvold et al., 2009a; Fayer et al., 2012). Ademas, se describen ST11, ST12 y ST13 en elefantes,
jirafas (Giraffa camelopardalis, jirafa del Kilimanjaro) y en el marsupial Setonix brachyurus
(Parkar et al.,, 2010). Asimismo, ST15 y ST17 se evidenciaron en un camello (Camelus
dromedarius), oveja (Ovis aries), un ejemplar de gundi (Ctenodactylus gundi) y un gibbon
(Hylobates spp.) (Alfellani et al., 2013b) y ST16 en un canguro (Macropus rufus). Posteriormente,
se han notificado otros cinco nuevos subtipos en diferentes animales, como ST18 en la alpaca
(Vicugna pacos), ST19 en el macaco (Macaca mulatta), ST20 en el avestruz (Struthio camelus),
ST21 en el antipole acuatico (Kobus ellipsiprymnus) y ST22 en el guanaco (Lama guanicoe) (Zhao

etal., 2017), aunque tres de estas variantes (ST18 al ST20) no fueron finalmente validadas como
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nuevo subtipos al no cumplir los criterios de propuestos por Stensvold et al., (2020), siendo

consideradas quimeras moleculares (Stensvold y Clark, 2020).

En ganado vacuno (Bos taurus) se han identificado los subtipos ST21 a ST26 (Maloney et
al., 2019a, 2019b). En 2020, se identificaron tres nuevos subtipos (ST27, ST28 y ST29) en el pavo
real (Pavo cristatus), en la cerceta carretona (Spatula querquedula) y en la gallina doméstica
(Gallus gallus domesticus), respectivamente (Maloney et al., 2020a, 2020b). Mas recientemente,
se han validado como nuevos subtipos las variantes ST30 a ST34 a partir de muestras de vaca
(Bos taurus), cabra (Capra hircus), caballo (Equus caballus) y humanos (Baek et al., 2022; Higuera
et al., 2021; Maloney et al., 2021b). La lista se completa por el momento con los denunciados el
presente afio, ST35 en humanos, ST36 en el murciélago americano Sturnira lilium, ST37 en el
ratones canguro de la familia Heteromyidae, y ST38 en la rata de agua Arvicola amphibius

(Maloney et al., 2023). Se describen los subtipos y hospedadores en el figura 11.
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Figura 11 Subtipos de Blastocystis sp. identificados actualmente y hospedadores (imagen propia)
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Las anteriores consideraciones revelan las grandes aportaciones que las herramientas
moleculares han tenido en el conocimiento de este protozoo, proporcionando una vision mas
amplia de su biologia, diversidad genética, metabolismo e interacciones con la microbiota
intestinal, lo que puede llevar a desvelar la controvertida cuestion de la patogenicidad de
Blastocystis. No obstante, los investigadores y especialistas sanitarios deben mantener las
técnicas basicas de diagndstico, como la microscopia y el cultivo, por su fiabilidad, rapidez de
ejecucidén, menor coste y acceso universal, que es el objetivo de una herramienta de diagndstico

clinico y epidemioldgico.

1.12. Tratamiento

La necesidad de tratamiento de las infecciones por Blastocystis sigue siendo
controvertida. La ausencia de una prueba indiscutible sobre la patogenicidad del
microorganismo vy la falta de diagndstico etiolégico en muchos pacientes con sintomas son
motivo de preocupacion para los médicos. Por todo esto, no existe un consenso sobre la
necesidad terapéutica, salvo en los casos de los portadores asintomaticos en el que se coincide

gue el tratamiento no es necesario (Sekar y Shanthi, 2013).

Se han evidenciado varias razones para la limitacidén terapéutica: la curacion bioldgica
espontdnea de la enfermedad, la aparicion de efectos secundarios debido al tratamiento, el
caracter autolimitado de la blastocistosis y la persistencia del parasito tras la administracién de
antibiotico. De hecho, hay estudios donde no se observa diferencia significativa entre la ratio de
erradicacion de Blastocystis con metronidazol y la desaparicion espontanea del parasito en
muestras fecales (Roberts et al., 2014a). A pesar de ello, hay autores que recomiendan el
tratamiento en pacientes sintomaticos, independientemente de su estado inmunoldgico,

aunque la infeccion pueda remitir de manera espontanea (Nigro et al., 2003).

Garcia-Martos y Benjumeda, (1992) establecieron como criterios terapéuticos en caso
de blastocistosis la persistencia o recurrencia de sintomas, la aparicion de eosinofilia y la
observacién de una carga parasitaria elevada de Blastocystis sp. La informacién sobre el
tratamiento de la infeccion por Blastocystis sp. procede en gran medida de estudios de casos y
controles, en los que se evalula tanto los hallazgos clinicos como el efecto de farmacos como el

metronidazol, trimetoprim-sulfametoxazol (TMP-SMX), nitazoxanida y paromomicina, aunque
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los métodos de diagndstico utilizados en estos estudios no son uniformes (Moghaddam et al.,

2005).

En un ensayo clinico realizado por Nigro et al., (2003) se observd la remisién de los
sintomas en casi el 90% de los sujetos 1 mes después de finalizar el tratamiento con
metronidazol (1,5 gr/dia durante 10 dias consecutivos) en comparacion con el 14% de personas
del grupo placebo. Sin embargo, en al momento del seguimiento a 6 meses se encontrd
aumento de las recaidas parasitarias en los pacientes tratados con metronidazol, tanto
sintomatico como asintomatico, aunque se desconoce si la recurrencia de la infeccidn estuvo

relacionada con el agravamiento o con la reinfeccion.

Otro ensayo clinico evalué la eficacia de la nitazoxanida para el tratamiento de la diarrea
y enteritis asociadas con Blastocystis sp., en dosis variables segun la edad de los pacientes
(Rossignol et al., 2005). Casi el 90% de los pacientes tratados mostraron resolucidon de los
sintomas y resultaron negativos en el estudio coproldgico al cuarto dia de finalizacion de la
terapia, mientras que la remisién de sintomas se observé en el 38% de pacientes que recibieron

un placebo y sélo el 12% de este grupo resultaron negativos (p <0,0001).

A pesar de estos ensayos, el tratamiento en blatocistosis, se sigue administrando de
forma empirica, sin estudios de sensibilidad previa. El farmaco de primera linea es el
metronidazol, a dosis entre 250 a 750 mg cada ocho horas por via oral durante siete dias. En
nifios, se suele administrar este farmaco a dosis de 50mg/kg de peso cada ocho horas (lbrahim
et al., 2021). Generalmente la resolucién de los sintomas y la eliminacién de los parasitos en
heces se consigue tras catorce dias de tratamiento; sin embargo se han observado casos donde

la eliminacién del microorganismo tarda entre tres y seis meses.

En varios estudios se han descrito recidivas, asi como fallos terapéuticos y de
intolerancia a dosis elevadas de metronidazol, lo que ha motivado el uso de otros tratamientos
(Roberts et al., 2014b). Zierdt (1991b) concluyé en uno de sus ensayos que la dosis de
metronidazol debe ser incrementada en casos de blastocistosis crénica, junto con la
conveniencia de afiadir tetraciclinas en casos de blastocistosis refractaria, para eliminar el

soporte bacteriano esencial para la supervivencia Blastocystis sp.

En un estudio que se llevd a cabo con pacientes de varias procedencias y diferentes

localizaciones geograficas se encontrd un variable grado de resistencia al metronidazol; lo que
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suigere que la dieta, la respuesta inmunitaria del hospedador o la influencia del medio ambiente,
pueden ser factores que afectan a la sensibilidad al metronidazol de Blastocystis (Rajamanikam
et al., 2019). Ademas se han propuesto otras lineas de tratamiento como: paromomicina con
dosis de 25 mg/kg/via oral cada ocho horas durante cinco a diez dias, tinidazol con dosis de 2
gr/dia/via oral durante cuatro semanas. Otros ensayos encontraron otras alternativas
terapéuticas para blastocistosis: iodoquinolona, furazolidona rifaximina y cotrimoxazol

(Farthing, 2006; Van Hellemond et al., 2013).

1.13. Estado actual de la investigacion sobre Blastocystis sp. en humanos en Espaina

En Espafia se han llevado a cabo varios estudios sobre la infeccidn por Blastocystis sp.
en humanos, la mayoria de los cuales se han centrado en determinar la prevalencia en diversos
grupos de poblacién y mas recientemente, en la investigacion de los subtipos circulantes. Los
valores de prevalencia registrados son variables dependiendo de la localizacién geografica y se
han visto influidos por el uso de herramientas cada vez mads sensibles. Las primeras
publicaciones se llevan a cabo en poblacién infantil en Salamanca, donde se detecta mediante
microscopia un prevalencia de 10,3% en guarderias, 19,4% en nifios de escuela primariay 3,25%
en nifios hospitalizados (Martin-Sanchez et al., 1992). Otro estudio en Zaragoza, reporto las
caracteristicas clinicas de 10 nifios con infecciones intestinales causadas por Blastocystis. Nueve
de cada diez pacientes presentaron dolor abdominal y en tres casos se realizd una
apendicectomia debido a un malestar pseudoapendicular. Todos los nifilos se recuperaron
satisfactoriamente, independientemente de si recibieron tratamiento con metronidazol o no

(Fleta Zaragozano et al., 1993).

Unos afios mas tarde en Valencia, se publican los resultados del estudio llevado a cabo
por Carbajal et al., (1997), donde se informa de una tasa de prevalencia del 16,5% sobre una
muestra de mas de 2.000 pacientes, con un tasa de portadores asintomaticos del 3,3% y sin
observarse diferencias en la prevalencia entre pacientes VIH+ (18,6%) y VIH- (17%). Una muestra
mas numerosa se utilizé en el estudio posterior de Gonzalez-Moreno et al., (2011) en Cataluiia,
donde se analizan 13913 muestras de 8313 pacientes con trastornos digestivos entre 1999 y
2005 y se identifica como parasito predominante a Blastocystis (7%), seguido de Giardia
duodenalis (3,9%), Dientamoeba fragilis (1,6%), Entamoeba coli (0,7%) y Cryptosporidium sp.
(0,7%).
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Mas recientemente, Ocafia-Losada et al.,, (2018) mediante deteccion microscépica
reporta la infeccidn por Blastocystis sp. en el 18% de pacientes que habian acudido a la Unidad
de Medicina Tropical del Hospital de Almeria entre 2004 y 2016, mientras que Paulos et al.,
(2018) ya sefialan una cifra mas alta (35,2%) cuando utilizan una técnica de PCR para realizar el
diagndstico en poblacién humana en Alava. Blastocystis sp. fue el segundo pardsito mas
frecuenteme en poblacidn escolar en el municipio de Leganés (13%), frente al 17,4% de
individuos infectados por Giardia duodenalis y 0,9% por Cryptosporidium donde se realizé el
diagndstico con técnica de PCR (Muadica et al., 2020). En Madrid, se estudiaron parasitos
intestinales en niflos asintomaticos entre 4 y 14 afios, y mediante el uso de la técnica de PCR se
identific6 que la prevalencia de G. duodenalis fue del 18%, Blastocystis sp. del 13% vy
Cryptosporidium spp. del 1% (Ruiz Chércoles et al., 2020). Unas cifras ligeramente distintas han
sido sefialadas en una publicacion del presente afio por Hernandez-Castro et al. (2023)
utilizando técnicas de PCR para analizar muestras fecales de nifios que acuden a guarderias
publicas del municipio préximo de Majadahonda, donde identifican G. duodenalis (52%),

Blastocystis sp. (5,6%), Cryptosporidium spp. (4%) y Entamoeba dispar (0,8%).

Los estudios sobre identificacidon de subtipos de Blastocystis sp. no son numerosos en
nuestro pais, en la tabla 5 se recogen los hallazgos de algunos hallazgos de algunos trabajos
realizados en distintas zonas geogréficas. Cabe destacar que en la mayoria de estas
publicaciones se identifican los cuatros subtipos (ST1-ST4), aunque con distinta frecuencia de
aparicidn, siendo relevante el predomino del ST2 en todos los estudios con excepcion del estudio
realizados en valencia donde hubo una mayoria abrumadora de los pacientes infectados por la
variante ST4 (Dominguez-Marquez et al., 2009; Paulos et al., 2018; Muadica et al., 2020;

Herndndez-Castro et al., 2023)
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Tabla 5 Frecuencia de subtipos (%) de Blastocystis sp. identificados en infecciones humanas en

diversos estudios en Espaiia

Valencia® Alava® Leganés (Madrid)° Majadahonda (Madrid)¢

Subtipos
Frecuencia (%) Frecuencia (%) Frecuencia (%) Frecuencia (%)

sT1 1(1,9) 7(13,2) 37(22,8) 1(3,8)
ST2 2(3,9) 33(62,3) 59 (36,4) 12 (46,2)
ST3 9(17) 35 (21,6) 4 (15,4)
ST4 48 (94,2) 4(7,5) 30 (18,5) 9 (34,6)
ST8 - - 1(0,7) -

51 (100) 53 (100) 162 (100) 26 (100)

@ (Dominguez-Marquez et al., 2009); ® Paulos et al., (2018); ¢ Muadica et al., (2020); d (Hernandez-Castro et al., 2023)
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Justifiacion

La blastocistosis humana es una de las protozoosis intestinales mas frecuentes en
humanos y animales a nivel mundial. Blastocystis sp. es el protista entérico causante de esta
enfermedad, cuya presencia se asocia a cuadros gastrointestinales en mas de mil millones de

personas, tanto en paises industrializados como en vias de desarrollo.

La blastocistosis presenta ademas implicaciones en el area de salud publica derivadas
del caracter zoondtico potencial de Blastocystis sp., ya que segun determinadas investigaciones
este microorganismo puede transmitirse al hombre a partir de diversas especies animales. En
este sentido, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) propuso a comienzos del presente
milenio la estrategia “One Health”, basada en un esfuerzo de colaboracidn interdisciplinario que
busca la salud éptima de las personas, los animales y el medio ambiente para llegar a un

equilibrio a todos los niveles.

Diversas causas justifican la elevada prevalencia de Blastocystis sp. su transmision tiene
lugar mediante la via fecal-oral y en los paises en desarrollo esta relacionada con factores
socioecondmicos que conducen a un saneamiento deficiente y a un aumento de las fuentes
potenciales de infeccidn, incluida la transmisidn persona a persona, zoondtica y a través de agua

contaminada.

Blastocystis sp. se descubrid hace mas de un siglo; sin embargo, su patogenicidad
continla siendo objeto de debate. Varios estudios apoyan el potencial patdégeno de este
pardsito en humanos al informar de sintomas gastrointestinales, asi como sintomas cutaneos,
principalmente urticaria, en ausencia de otra causa de enfermedad identificada en los pacientes.
Por el contrario, otros estudios no han aportado pruebas concluyentes del papel patdgeno de
Blastocystis sp. y consideran que es un microorganismo comun de la microbiota intestinal de

individuos sanos.

Uno de los aspectos que ha generado mayor interés entre la comunidad cientifica en la
ultima década son el nimero creciente de estudios que han explorado la diversidad genética de
Blastocystis sp. Hasta la fecha se han descrito un total de 38 subtipos diferentes en humanos y
animales basados en variaciones en el gen de la subunidad pequefia del RNA ribosémico (SSU-
rRNA). Sin embargo, la posible correlacion entre los diferentes subtipos y su potencial

patogénico sigue siendo muy debatida.
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Justifiacion

Las infecciones humanas por Blastocystis sp. son consecuencia de multiples factores de
riesgo entre los que se incluyen las condiciones higiénicas-sanitarias deficientes, especialmente
la falta de potabilidad del agua y el contacto con animales. Otros factores son un bajo nivel
socioecondmico y educativo. Asimismo, las infecciones por Blastocystis sp. se han relacionado
con la edad, siendo los nifios el colectivo mas afectado, asi como un estado nutricional deficiente

y algunas afecciones clinicas como anemia y sindrome del intestino irritable.

La infeccion por Blastocystis sp. en humanos esta descrita practicamente a nivel mundial. En
Espafia, los estudios sobre prevalencia, factores de riesgo y biologia molecular son limitados y
se centran mayoritariamente en grupos especificos de poblacion. Se han realizado
investigaciones en escolares asintomaticos y sintomaticos utilizando técnicas microscépicas y/o
basadas en PCR para la identificaciéon del parasito en la Comunidad auténoma de Madrid.
Ademas, se han realizado algunos estudios en humanos en las Comunidades auténomas de
Catalufia, Valencia y Castilla y Ledn. Sin embargo, la informacién continta siendo muy limitada
y los estudios de biologia molecular para conocer los subtipos de Blastocystis sp. circulantes en

humanos en Espafia son escasos.

A pesar de la amplia distribucion de este parasito en poblacién humana, todavia
persisten dudas sobre su participaciéon en la patologia clinica del paciente, por lo que se
mantiene el debate sobre si Blastocystis sp. es un comensal intestinal o es un patégeno. Existe
igualmente un intenso debate sobre la influencia que pueden tener diversos factores socio-
demograficos (edad, sexo, nivel socio-econdmico de la poblacidn, origen geografico de los
pacientes, convivencia con animales, etc.) en la infeccidn por este microorganismo en diferentes
regiones del mundo. Finalmente, tampoco esta claro el posible efecto que sobre su presencia
pueden tener factores individuales como la co-morbilidad con otros procesos o los tratamientos

médicos previos a los que los pacientes estan sometidos.

En el 4rea de estudio objeto del presente trabajo (Area Sanitaria 3 de la provincia de
Zaragoza), no hay estudios previos que investiguen estos aspectos de la infeccién por
Blastocystis sp. y se desconoce la variabilidad genética de los aislados circulantes en poblacion
humana que permitan valorar, entre otras cosas, el origen de las infecciones. Todo ello nos ha
llevado a plantear un estudio de casos y controles para analizar el efecto de diversas variables
sobre la prevalencia de Blastocystis sp. en una amplia muestra de poblacidn, junto con estudio

molecular de las muestras positivas para determinar los subtipos del parasito mas prevalentes.
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Hipdtesis

Las hipdtesis que nos planteamos contrastar en este estudio son las siguientes:

- Blastocystis sp. se encuentra entre los parasitos mas frecuentemente identificados en
poblacién humana en la zona de estudio.

- Blastocystis sp. es un agente patdégeno capaz de ocasionar un cuadro clinico por si
mismo o en asociacidn con otros agentes.

- Determinados factores demograficos y socio-culturales estan asociados a la infeccidon
por Blastocystis sp.

- Algunos factores individuales como la co-morbilidad con otros procesos, las co-
infecciones con otros agentes y los tratamientos médicos a los que se someten los
pacientes se asocian al riesgo de infeccion por Blastocystis sp.

- Teniendo en cuenta la amplia distribucién de este microorganismo en todo el mundo es
muy probable una elevada variabilidad genética.

- El estudio molecular de los aislados de Blastocystis sp. identificados puede arrojar
informacidn sobre su origen al compararlo con aislados de origen humano y animal de

otras zonas geograficas.
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Objetivos

El presente trabajo de investigacion tiene como objetivo general profundizar en el
conocimiento de la epidemiologia clinica y molecular de la infeccién por Blastocystis sp.,
mediante un estudio de casos y controles en pacientes con sintomas gastrointestinales
pertenecientes al drea sanitaria 3 de Zaragoza, utilizando para ello técnicas microscépicas y

moleculares.

Los objetivos especificos que nos hemos fijado son:

1. Determinar la prevalencia de Blastocystis sp. y sus posibles variaciones en funcién de
diversos factores de tipo individual, socio-demografico y clinico de los pacientes
infectados, asi como co-infecciones con bacterias patégenas u otros parasitos.

2. Identificar los subtipos de Blastocystis sp. en la poblacidén objeto de estudio y la posible
coexistencia de diversos subtipos en un mismo individuo.

3. Investigar la filogenia y diversidad genética de los aislados de Blastocystis sp.
identificados en los pacientes infectados, asi como su grado de homologia con aislados

de diverso origen (humano, animal) y procedencia depositados en GenBank®.
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Material y métodos

5.1. Materiales y muestras

5.1.1. Declaracidn de aprobacidn de ética

El presente estudio se realizé siguiendo las directrices de la Declaracidén de Helsinki de
1975, revisada en 2013. Todos los procedimientos se realizaron de acuerdo con las normas del
Comité Etico de Investigacién Clinica de Aragén (CEICA) (Anexo 1) y se obtuvo el pertinente
permiso del mismo (ref 18/081) antes de emprender esta investigacién, que cumple con las
normativas legales vigentes nacionales e internacionales. Se obtuvo un consentimiento
informado firmado de cada paciente participante. Se siguieron todos los procedimientos
obligatorios en lo referente a la proteccién de la salud y la seguridad. Ademas, se obtuvo la
autorizacion del jefe de Servicio del Servicio de Microbiologia y Parasitologia, asi como de la

direccion médica y de docencia del Hospital Clinico Universitario de Zaragoza (Anexo 2).

5.1.2. Zona de estudio

El estudio se llevé a cabo en el Hospital Clinico Universitario (HCU) Lozano Blesa, que
pertenece al Sector Sanitario Zaragoza Il en Espafia. Este sector tiene una extension superior a
6.000 km?y lo componen 116 municipios de nueve comarcas diferentes, con una poblacidn total
de 306.000 habitantes, de los cuales 48.000 son inmigrantes. El HCU es un hospital publico de
nivel 3, que atiende a una poblacidon mixta urbana y rural, ya que presta servicio a la zona
noroccidental de la provincia de Zaragoza y el oeste de la ciudad de Zaragoza e incluye las zonas
de Salud de Alagén, Borja, Carifiena, Casetas, Ejea de los Caballeros, Epila, Gallur, Herrera de los
Navarros, La Almunia, Maria de Huerva, Sadaba, Sos del Rey Catdlico, Tarazona, Tauste y Utebo.
En el municipio de Zaragoza da servicio las zonas de Bombarda, Delicias Norte, Delicias Sur,
Miralbueno-Garrapinillos, Oliver, Univérsitas y Valdefierro (Amorin, 2007) (Anexo 3). Tiene un
total de 807 camas, con 3.753 empleados como personal sanitario. Su cartera de servicios

consta de 80 areas entre especialidades médicas y servicios centrales (Amorin, 2007).

Entre los centros médicos del Sector Sanitario 3 se incluyen:

- Servicios de Atencidn primaria (Centros de Salud) de Alagén, Bombarda, Borja, Carifiena,
Casetas, Delicias Norte, Delicias Sur, Ejea de los Caballeros, Epila, Gallur, Herrera de los
Navarros, La Almunia de Dofia Godina, Maria de Huerva, Miralbueno, Oliver, Sadaba,

Sos del Rey Catdlico, Tarazona, Tauste, Univérsitas, Utebo y Valdefierro.
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- Centros de atencidén especializada (Centros de Especialidades Meédicas): C.E.M.
Inocencio Jiménez, C.E.M. Ejea y C.E.M. Tarazona.

- Centros de Atencion especializada (Hospitales): Hospital Clinico Universitario "Lozano
Blesa" y Centro de Rehabilitacion Psicosocial "Nuestra Sefiora del Pilar".

- Salud mental: Unidad de Salud Mental Cinco Villas (Ejea), Unidad de Salud Mental-
Consultas Externas Hospital Clinico Universitario, Unidad de Salud Mental Delicias y

Unidad de Salud Mental Infanto-Juvenil Hospital Clinico Universitario.

5.1.3. Origen de las muestras fecales

El presente trabajo de investigacidn fue planteado como un estudio de casos y controles.
Se basa en las muestras fecales de pacientes con patologia gastrointestinal remitidas entre el 1
de enero y el 31 de diciembre de 2018 para diagndstico microbiolédgico y parasitoldgico al
Servicio de Microbiologia y Parasitologia del HCU Lozano Blesa. En conjunto se analizaron 6087
muestras de 3.682 pacientes con un rango de edad de 0 a 93 aios , incluyendo personas de
otros paises que también tenian acceso al sistema publico de salud, procedentes principalmente
de zonas tropicales y subtropicales. En algunos casos se analizaron hasta tres muestras
obtenidas en dias alternos. Los pacientes positivos a Blastocystis por microscopia dptica fueron
definidos como casos y los que obtuvieron un resultado negativo se definieron como controles

en el estudio.

5.1.4. Material de laboratorio

5.1.4.1. Microscopia

Para el estudio microscépico se utilizé un microscopio dptico LEICA Microsystems CMS
Gmbh, Wetzlar, Germany, modelo DM2000 LED, equipado con un revdlver de cinco objetivos
intercambiables (de 4x, 10x, 20x, 40x y 100x). Las mediciones pertinentes para mejor
identificacion de las formas pardsitas se realizaron con un ocular micrométrico calibrado para
todos los objetivos del microscopio. Para fotografiar los parasitos se utilizd una maquina
fotografica FUJIFILM modelo FINEPIX JX y también un microscopio NIKON modelo ECLIPSE 80i,
equipado con revolver de cinco objetivos intercambiable (de 4x, 10x, 20x, 40x y 100x), que lleva

conectada una camara fotografica NIKON modelo DIGITAL CAMARA INTENSILIGHT C-HGFI.
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5.1.4.2. Equipamiento para Biologia molecular

Para el estudio de biologia molecular se utilizaron varios instrumentos que se describen a
continuacién.

5.2.

5.2.1.

Centrifuga de laboratorio 5425, Eppendorf ©.

Termocicladores MiniCycler TM MJ Research y Applied Biosystems 2720 Thermal
Cycler.

Gel de electroforesis preparado con agarosa (Agarosa tipo | estandar PB, Panreac), TBE
X 0.5 (Tris 0.045 M, acido bérico 0.045 M, EDTA 0.001M, pH 8) y bromuro de etidio 0.5
ug/ml.

Transiluminador Vilber Lourmat™ Mesas UV - Fisher Scientific para visualizacion de los
fragmentos de ADN y para la captura de las fotos se usé un capturador de imagenes
Vilber Lourmat™ - Fisher Scientific.

La secuencion de los productos de PCR se llevé a cabo en el Servicio de Secuenciacién
y Gendmica Funcional de la Universidad de Zaragoza, donde se realizd secuenciacion
Sanger con el equipo 3500XL Genetic Analyzer (Applied Biosystems, rama de Thermo

Fisher, Foster City, California, USA).

Métodos

Descripcidon de variables analizadas

En los pacientes objeto de estudio se registraron diversas variables demograficas,

antropométricas y médicas mediante el programa informatico de laboratorio Modulab® Werfen

Gold version 2.0, y el programa electrénico Intranet (web del Servicio Aragéon de Salud). Las

variables (categodricas) analizadas para determinar su posible asociacion con la infeccion por

Blastocystis fueron:

5.2.1.1.  Variables analizadas en casos y controles

Origen demografico: Espafia, resto de Europa, Africa, América y Asia.
Grupo de edad: se definen dos grupos, de < 16 afios y de > 16 afios
Sexo: masculino y femenino.
Indice de masa corporal (IMC) categorizado: bajo peso (< 18,4 Kg/m?), normopeso
(18,5-24,9 Kg/m?), sobrepeso (25 - 29,9 Kg/m?) y obesidad 30 - > 40 Kg/m?).
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- Tratamiento inmunosupresor: quimioterapia, anticuerpos  monoclonales,
antirretrovirales, analogos de nucledsidos, corticoides.

- Sintomas gastrointestinales: diarrea, dolor abdominal, nduseas, vOAmitos,
estrefiimiento, anorexia, fiebre, aerofagia, halitosis, urticaria, prurito anal y dispepsia

- Comorbilidades con: enfermedad celiaca (EC), diabetes mellitus tipo 2 (DM), sindrome
del intestino irritable (Sll) y cancer.

- Parametros de laboratorio: glucosa (82 - 115 mg/dL), hemoglobina glicosilada (4,6 - 5,7
%), hemoglobina (12 - 15,3 g/dL) y eosinofilia relativa (2-10%). Esta parte de la glucosa
no la veo clara: lo que marcas son los rangos observados?? Porque se puede tener mas
de 115, desde luego. Lo mismo con los otros parametros.

- Co-infecciones: con bacterias patégenas u otros protozoos entéricos o helmintos.

- Edad e IMC: que también se analizaron como variables continuas.

5.2.1.2. Variables analizadas exclusivamente en los casos

- Subtipos de Blastocystis: subtipos ST1, ST2, ST3 y ST4.

5.2.2. Analisis microscépico de las muestras fecales

5.2.2.1.  Preparacion de las muestras fecales

Las muestras fecales recibidas en el laboratorio fueron conservadas con SAF (acetato de
sodio: 15 g, acido acético glacial: 20ml, formol: 40ml, agua destilada: 925ml) (Fabian de Estrada
et al., 2003) y concentradas por sedimentacidn para investigar posteriormente por microscopia
Optica la presencia de Blastocystis sp. y otros parasitos como protozoos (Cryptosporidium spp.,
Dientamoeba spp., Encephalitozoon hellem, Entamoeba spp., Giardia lamblia e Isospora belli) y
helmintos (Ascaris lumbricoides, Enterobius vermicularis, Hymenolepis nana, Schistosoma
intercalatum, Strongyloides stercoralis, Taenia saginata y Trichuris trichiura). La técnica de
sedimentacion es un métodofisico-quimico de concentracién basado en la mayor afinidad de los
restos fecales por el solvente organico acetato de etilo, menos denso que el agua, de manera

que las formas parasitas sedimentan durante la centrifugacién (Navone et al., 2005).

Concretamente, se utilizo el Sistema para concentracién Universal System, REAL®, con el

siguiente protocolo:
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e Protocolo de la técnica de concentracion por sedimentacion

- Depositar 500 mg de muestra fecal del paciente en el tubo de SAF, agitar en vortex dos
minutos y dejar reposar durante 30 minutos a temperatura ambiente.

- Adicionar la muestra a un tubo cénico de 15 ml y afiadir acetato de etilo (5 ml
aproximadamente). Mezclar enérgicamente y centrifugar a 500 x g, durante diez
minutos.

- Lacentrifugacion permite separar dos fases: la superior que contiene elementos grasos
y la inferior (contiene particulas ligeras en suspension) separadas por una interfase que
contiene elementos ligeros y desnaturalizados. En el fondo del tubo se deposita el
sedimento con los parasitos. Este procedimiento permite eliminar las grasas de la
muestra y que los parasitos se depositen con los elementos no lipidicos en el sedimento.

- Desechar el sobrenadante y guardar el sedimento para su estudio microscépico.

5.2.2.2. Observacidon microscépica en fresco

De cada muestra fecal se analizaron hasta tres preparaciones en fresco, depositando en
cada una 1 gota del sedimento entre portaobjetos y cubreobjetos (Cafiavate et al., 2009). ). Las
preparaciones fueron examinadas en toda su superficie con objetivos de 10x y 40x

(figura 12).

El diagndstico de Blastocystis sp. se baso en la morfologia de los parasitos observados
en la preparacién, considerando positivas las muestras en las que se identificd al menos una
forma compatible (vacuolar y/o granular) (Roberts et al., 2011). En las muestras positivas se
realizd un recuento semicuantitativo, contabilizando las formas de Blastocystis en 10 campos
(100x aumentos) para obtener la media de Blastocystis/campo (Figura 1). Una alicuota de heces
frescas de cada muestra positiva a Blastocystis sp. fue conservada en nevera a 4 °C para su
posterior estudio molecular. Finalmente, mediante el examen microscopico en fresco se
investigd también la presencia de otros parasitos como protozoos y helmintos para identificar

co-infecciones parasitarias.
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Figura 12 Imagen de campo de microscopio (100x aumentos) obtenida en una muestra de un paciente

infectado por Blastocystis sp. con alta carga parasitaria (imagen propia)

5.2.2.3. Observacion microscépica con tincion de Ziehl-Neelsen modificada

Una gota del sedimento de cada muestra fecal fue tefiida mediante la técnica de Ziehl-
Neelsen modificada, que permite identificar especificamente la presencia de ooquistes de
protozoos intestinales que tienen propiedades acido alcohol resistente (AAR) como

Cryptosporidium sp. Se siguid el siguiente protocolo (Henriksen and Pohlenz, 1981).

- Depositar una gota de sedimento en un portaobjetos, realizar una extension fina y dejar
secar a temperatura ambiente.

- Fijar con metanol la preparacion seca, cubrir con fuscina fenicada durante 5 minutos y
aclarar con agua.

- Decolorar con alcohol-acido durante 20-30 segundos y aclarar con agua.

- Cubrir la preparacién con azul de metileno durante 30 segundos y aclarar con agua.

- Secar la preparacion y proceder a la visualizacién microscopica.

5.2.3. Estudio microbiolégico de las muestras fecales

Para el estudio microbioldgico, las muestras fecales se cultivaron en agar Hektoen
(Biomerieux®, Ha, MO, Madrid-Espafa), Mac Conkey (Biomerieux®, Ha, MO, Madrid-Espafia),
agar CCDA (Biomerieux®, Ha, MO, Madrid-Espafia) y caldo selenita con resiembra y en Hektoen
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después de la incubacién durante 16 horas. En pacientes con sangre en las heces se afiadié
siembra en agar Mac Conkey/sorbitol. Las incubaciones se realizaron a 37°C excepto el agar
CCDA que se incubd a 45°C en anaerobiosis (Blu F. et al., 2005). Se utiliz6 MALDI-TOF MS para
identificar bacterias a nivel de especie (Campylobacter spp., Arcobacter butzleri, Aeromonas

spp., Salmonella spp., Shiguella spp., Yersinia spp., Escherichia coli) (Rychert, 2019).

5.2.4. Analisis molecular de las muestras positivas a Blastocystis sp.

5.2.4.1. Extraccion de ADN

En las muestras fecales con presencia de Blastocystis sp. se realizd la extraccion de ADN
utilizando el kit comercial NORGEN BIOTEK CORP DNA Isolation Kit. El protocolo se basd en el

siguiente procedimiento:

- Depositar en un microtubo una alicuota (200 mg) de la muestra de heces.

- Adicionar 1 ml de la solucién de tampdn de lisis L y vortear.

- Adicionar 100 pl de solucién de lisis A, vortear 5 minutos y centrifugar 2 minutos a
14.000 RPM.

- Transferir 600 pl de sobrenadante a un nuevo tubo.

- Adicionar 100 pl de tampdn de unién |, mezclar e incubar 10 minutos en hielo,
centrifugar 2 minutos a 14.000 RPM.

- Transferir 500 ul de sobrenadante a un nuevo tubo, adicionar 500 pl de etanol y vortear.

- Introducir una columna en cada tubo de recoleccidn proporcionado en el kit y transferir
a ellas 600 pul de la mezcla anterior, centrifugar 1 minuto a 14.000 RPM y desechar el
sobrenadante.

- Repetir el procedimiento con el volumen restante de la mezcla anterior.

- Adicionar 500 pl del tampdn de unidn C a la columna y centrifugar un 1 minuto a 10.000
RPM, desechando el filtrado.

- Adicionar 500 pl de solucién de lavado A a la columna y centrifugar un 1 minuto a 10.000
RPM, desechando el filtrado. Repetir este paso dos veces.

- Centrifugar la columna 2 minutos a 10.000 RPM para secar bien la resina y desechar el
tubo de recoleccion.

- Introducir la columna en un nuevo tubo de recoleccién y adicionar 100 pl de tampdn de
Elucién B, incubar a temperatura ambiente durante 1 minuto y centrifugar 1 minuto a
10.000 RPM.

- EI'ADN gendmico purificado se congela a -20 °C hasta su utilizacion.
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5.2.4.2. Reaccidn en cadena de la polimerasa

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es una técnica de biologia molecular
descrita por Mullis et al., (1986), que tiene como objetivo amplificar la cantidad de copias de un
fragmento de ADN partiendo de una cantidad minima, obtenida inicialmente a través de la
extraccién. Para la identificacidon de Blastocystis sp. se utilizé una PCR anidada o “Nested PCR”
(Bartlett y Stirling, 2003). Esta técnica es un una variante de la PCR convencional que
comprende en dos rondas de amplificacién con distintos pares de cebadores en cada una de
ellas, con el fin de incrementar la sensibilidad y la especificidad de la deteccién. Primero se
realiza una reaccién con los cebadores externos para amplificar una region de ADN mas amplia,
gue contiene el segmento diana. Posteriormente, este producto de amplificacién se utiliza como
molde de una PCR secundaria con los cebadores internos para amplificar la regidn especifica

(Figura 13).

Figura 13 Descripcion grafica del funcionamiento de una PCR anidada
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La PCR anidada utilizada en este estudio consistié en una primera amplificacion de una
region conservada en los eucariotas del gen 18S-rRNA y posteriormente en la amplificacion de
un fragmento de SSU-rRNA de Blastocystis sp. (DeLong, 1992; Santin et al., 2011). Para la PCR
primaria se utilizaron los cebadores universales EUK-F (5' AAC CTG GTT GAT CCT GCC AGT AGT
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CAT 3') y EUK-R (5' GCT TGA TCC TTC TGC TTC TTC ACC TAC 3') que amplifican una region
conservada del 18S rRNA de eucariotas, en un volumen final de 50 pl (Tabla 6). La amplificacion
consistio en la desnaturalizacidn inicial a 95 °C durante 1 min, seguido de 40 ciclos a 95 °C
durante 30 s; 54 °C durante 30 s; y 72 °C durante 2 minutos, ademas de un paso de extensién

final a 72 °C durante 5 minutos (DelLong, 1992).

Tabla 6 Mezcla de reaccion para amplificar por PCR (18S rRNA de eucariotas)

Tampon de reaccion (x10) 1x

MgCl, (50 mM) 1,5mM

dNTPs (25 mM) 0,2 mM

EUK-F (10 pM) 200 pM

EUK-R (10 pM) 200 pM

Taqg DNA Polymerasa (5U/ul) 2,5 uL

H,0 (miliQ) Completar volumen
ADN 5L

Para la PCR secundaria se amplificd6 un fragmento de la SSU-rRNA especifica de
Blastocystis sp. siguiendo el protocolo descrito por Santin et al., (2011) usando como plantilla el
producto de la PCR primaria. Con los cebadores Blast 505-532 (5 'GGA GGT AGT GAC AAT AAA
TC 3') y Blast 998-1017 (5 'TGC TGC CGC TGT ACT TCA TC 3') se amplifica un fragmento de ~
479bp, que contiene una region variable del gen SSU-rRNA que permite ademas el subtipado de
Blastocystis sp. la mezcla de reacciéon de la PCR secundaria se realizd en un volumen final de 50
ul (Tabla 7). La amplificacion consistid en un paso de desnaturalizacidn inicial a 95 °C durante 4
min, seguido de 35 ciclos a 95 °C durante 30 s; 54 °C durante 30's; y 72 °C durante 30 segundos,
ademas de un paso de extension final a 72 °C durante 5 minutos. Las reacciones de ambas PCRs
se llevaron a cabo en microtubos de 200 pl con los termocicladores MiniCycler TM MJ Research

y Applied Biosystems 2720 Thermal cycler.

Tabla 7 Mezcla de reaccion para amplificar por PCR (SSU-rRNA de Blastocystis sp.)

Tampon de reaccion (x10) 1x

MgCl; (50 mM) 1,5mM

dNTPs (25 mM) 0,2 mM

Blast 505-532 (10 uM) 1um

Blast 998-1017 (10 uM) 1um

Taq DNA Polymerasa (5U/ul) (IBIAN®) 2,5 ul

H,0 (miliQ) Completar volumen
ADN 5 ul
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5.2.4.3. Electroforesis en gel de agarosa

A fin de verificar si la PCR generé amplicones del tamafio deseado se llevé a cabo una
electroforesis en gel de agarosa con los productos de la PCR secundaria. Los geles se prepararon
diluyendo la agarosa (Agarosa tipo | estandar PB, Panreac) en buffer TBE X 0.5 (Tris 0.045 M,
acido bdrico 0.045 M, EDTA 0.001M, pH 8), a concentracion 1,5% p/v. Los geles se tifien con
bromuro de etidio a concentracién final 0.5 pg/ml. La electroforesis se desarrollé a 97-100 V
durante 2 horas. El marcador de peso molecular utilizado fue DNA del Fago A (Promega 502
pg/ml) digerido con Pstl (Advanced Biotecnologies 10U/pl). El marcador y las muestras fueron
cargados con tampdn de carga a razon de 3ul de tampdn de carga mezclado con 5ul de muestra
o del marcador. La presencia de fragmentos de ADN del tamafio esperado se visualizé con un
transiluminador Viber Lourmet™ Mesas UV - Fisher Scientific y se tomaron fotos con un equipo

de documentacion de geles de la misma casa comercial (Figura 14).

Figura 14 Visualizacion en gel de agarosa: Amplificacion del fragmento de SSU-rRNA de Blastocystis
sp. de muestras positivas (imagen propia)

5.2.4.4. Secuenciacion

Los productos de PCR se purificaron con el Kit Speedtools PCR clean up (Biotools,
Madrid, Espafia) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Posteriormente, fueron
remitidos al Servicio de Secuenciacidon y Gendmica Funcional de la Universidad de Zaragoza
donde se realizé una Secuenciacidn Sanger con el equipo 3500XL Genetic Analyzer (Applied
Biosystems, rama de Thermo Fisher, Foster City, California, USA). Las secuencias consenso
obtenidas fueron alineadas utilizando ClustallW y editadas con Bioedit BioEdit version 7.0.0

(http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html) (Thompson et al., 1994; Hall, 1999).

Para confirmar que las secuencias correspondian a Blastocystis sp. se compararon con

secuencias de referencia de los diferentes subtipos de Blastocystis sp. disponibles en la Base de

89



Material y métodos

datos GenBank® utilizando el programa BLAST de nucleétidos del Centro Nacional para
Informacidn Biotecnoldgica (NCBI) (Altschul et al., 1990, 1997). Todas las secuencias generadas
en este estudio han sido depositadas en GenBank® con los nimeros de acceso OP495227-

OP495337.

2.2.5. Anadlisis filogenético

El andlisis filogenético se llevd a cabo mediante Neighbor Joining (NJ), que se basa en
distancias genéticas calculadas seglin el modelo 2-parametros o Kimura 2 (Kimura, 1980)
utilizando el software MEGA5.10 (Tamura et al., 2011). Se utilizé como outgroup una secuencia
procedente de Proteromonas lacertae (N2 acceso GenBank® U37108). Los arboles obtenidos se
exportaron en formato Newick (permite representar arboles utilizando paréntesis y comas)
(Olsen, 1990). Para la representacion grafica de los arboles filogenéticos obtenidos, se utilizé el
software online iTOL v5 (https://itol.embl.de/about.cgi) (Letunic and Bork, 2021). Se realiza a

continuacién una descripcién mas detallada de estos métodos.

2.2.5.1. Neighbor Joining (NJ)

Neighbor Joining (NJ) es un proceso de construccién de arboles que utiliza el enfoque de
distancia donde se busca la distancia minima entre cada par de secuencias para estimar el mejor
arbol, minimizando la suma de la longitud de cada rama. Se puede utilizar con cualquier tipo de
datos de distancia (Saitou and Nei, 1987) y una de sus ventajas es la facilidad y rapidez para
ejecutarlo, en gran parte porque la alineacidon miultiple se ha reducido a una tabla de distancias
por pares entre secuencias. En el presente estudio se aplica el modelo Kimura 2 (K2P), que es
una extensién del modelo basico (Edgar, 2004; Warnow, 2012). El modelo K2P diferencia entre
dos tipos de sustituciones: transiciones y transversiones. Una transicion el cambio de una base
purica por otra base purica, o de una base pirimidinica por otra base pirimidinica. Sin embargo,
cuando el cambio es de una base purica por una pirimidinica o viceversa, entonces es
transversion. El modelo Kimura 2 asume que la tasa de transiciones es diferente de la tasa de
transversiones, y considera sustituciones indel junto con transiciones y transversiones

(Mahadani et al., 2022) .
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2.2.5.2.  Andlisis de bootstrap

El andlisis de Bootstrap es un enfoque comun utilizado para extraer conclusiones estadisticas
sobre arboles filogenéticos. El término "bootstrapping" fue definido por Efron (1979) como
"obtener estimaciones de error en situaciones no estandar volviendo a muestrear el conjunto
de datos muchas veces para proporcionar una distribucion contra la cual se pueden probar las
hipdtesis". Tras la introduccidén del “bootstrap”, Felsenstein (1985) propuso usarlo como
método para obtener limites de confianza en filogenias moleculares. Para los datos de
secuencia, las posiciones en la alineacidon multiple se vuelven a muestrear y se calcula un nuevo
mejor arbol. Este proceso se repite un nimero elevado de veces. La proporcidon de muestras en
las que se recupera un clado se indica como un porcentaje y se denomina valor de bootstrap” o
porcentaje de bootstrap. El porcentaje generalmente se indica en la figura del arbol al lado del
clado relevante. Cuanto mayor sea el valor obtenido, mayor sera la confianza que tengamos en
la agrupacién indicada por ese nodo en el arbol. En el presente trabajo, la validez de los nodos
obtenidos fue estimada mediante el procedimiento “Bootstrap” con 1.000 repeticiones. Para
evitar saturar los nodos con la introduccién de todos los porcentajes de Bootstrap, se eligid el
método de colores, donde el verde indica que las ramas tienen un soporte total (100% o 1/1),

mientras que el color rojo indica un soporte bajo.

2.2.5.3. Diversidad genética

Para estudiar la diversidad genética de las secuencias se utilizé el programa DNAsp v6.12.01
(http://www.ub.edu/dnasp/; Universidad de Barcelona, Espafia) (Rozas et al., 2017). Los
parametros utilizados para medir la diversidad genética entre secuencias fueron: nimero de

sitios (polimérficos) (S), Numero de haplotipos (h), Diversidad de haplotipos (genes) (Hd) y

Diversidad de nucledtidos (7). A continuacién, se describen brevemente estos conceptos:

-Numero de sitios polimdrficos (s): Se dice que un sitio es polimdrfico cuando en diferentes

secuencias se obtienen distintos nucledtidos en ese sitio o posicion. (Frankham et al., 2002).

-Numero de haplotipos (h): La combinacion particular de sitios ligados encontrados en una

region especifica del genoma se llama haplotipo, un genotipo en miniatura. Haplotipo se
introdujo originalmente como un concepto para describir la constitucion genética del locus de

histocompatibilidad mayor, una region que especifica proteinas de importancia en el sistema
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inmunitario. El concepto ahora se ha ampliado para describir la combinacidn particular de alelos
o sitios de restriccidn (o cualquier otro marcador genético) ligados, presente en alguna area
definida del genoma (Lewin, 2004). Por lo que respecta al analisis de secuencia, un haplotipo es
cada combinacion o sucesidn de nucleétidos encontrada en la secuenciacidén de un fragmento
en diferentes individuos: basta con una sustituciéon en un solo nucledtido para que se considere

gue existe un nuevo haplotipo.

-Diversidad de haplotipos (genes) (Hd): La métrica de diversidad de haplotipos fue

introducida por primera vez por Nei (1987), como la probabilidad de que dos haplotipos
muestreados aleatoriamente sean diferentes, si bien varios enfoques han refinado el marco
tedrico y laimplementacion real en las redes de haplotipos (Branders and Mardulyn, 2016; Leigh
and Bryant, 2015). La diversidad de haplotipos, que varia entre cero (todos los haplotipos son
idénticos) y uno (todos los haplotipos son diferentes), se ha mantenido como la métrica
preferida y se ha utilizado universalmente para describir rapida y simplemente cuan

genéticamente diversas son las poblaciones o los conjuntos de individuos o muestras analizados.

-Diversidad de nucledtidos (mt): Es el nimero promedio de diferencias de nucledtidos por sitio

entre dos secuencias (Nei, 1987).

-Alelos: En el caso de las secuencias 18S de Blastocystis, existe un sistema de clasificacion de
los haplotipos denominado en inglés Multi Locus Sequence Typing (MLST)

(http://pubmlst.org/blastocystis/) que trata de agrupar todas las secuencias no solo a nivel de

subtipo, sino también a nivel de “alelos” o variantes. Para ello se comparan las secuencias
obtenidas con otras de referencia, y se asignan al alelo mas semejante (Stensvold et al., 2012;
Jolley et al., 2018). A fecha 30 de enero de 2023, la base de datos contiene 162 alelos para el

gen que nos ocupa en la presente Tesis.

2.2.6. Analisis epidemiologico-estadistico

Los analisis estadisticos de los resultados obtenidos se llevaron a cabo con el software
IBM SPSS Statistics 26.0 (IBM Corp., Armonk, NY, EE. UU.). Para las variables cualitativas se
calcularon proporciones y porcentajes; se utilizé el chi-cuadrado de Pearson (con correccién de
continuidad para tablas de 2x2) o alternativamente, la prueba exacta de Fisher (niumero
esperado < 5) para las comparaciones entre los grupos de casos y controles. Para comparaciones

multiples (mas de dos categorias) se utilizd la correccién de Bonferroni. La edad (afios), el IMC
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(kg/m?) y los pardmetros sanguineos (concentraciones de glucosa, hemoglobina glicosilada y
hemoglobina y eosinofilia relativa) fueron sometidos a la prueba de Shapiro-Wilks para verificar
que se distribuian normalmente. La edad se describié mediante media y error estandar (ES),
mientras que la mediana y el rango intercuartilico [RIQ] se utilizaron para resumir las variables
cuantitativas que no se distribuyeron normalmente. Se utilizé la prueba T para comparar la edad
entre casos y controles, mientras que la prueba U de Mann-Whitney se aplicd para las
comparaciones con el resto de variantes cuantitativas, de distribucién no normal. Los valores de

p < 0,05 se consideraron estadisticamente significativos.

Aguellas variables que mostraron diferencias significativas entre casos y controles
fueron seleccionadas para el analisis de regresidn logistica. La asociacion de estas variables
(variables independientes) con el estado de caso/control (variable dicotémica dependiente;
etiquetas de valor: caso=1, control=0) se determindé mediante regresidn logistica binomial. El
modelo se ajusté utilizando un procedimiento paso a paso (método: hacia delante; prueba de
Wald); los niveles de significaciéon para las variables de entrada y salida fueron p < 0,05y p >
0,10, respectivamente (Hocking, 1976). Se utilizé el pardmetro R? de Nagelkerke para estimar la
proporcién de variacién en la variable dependiente que puede ser explicada por el modelo. La
capacidad del modelo para discriminar entre casos y controles se evalué mediante sus
parametros de precision: sensibilidad (S: tasa de verdaderos positivos), especificidad (E: tasa de
verdaderos negativos), valores predictivos positivos y negativos (VPP y VPN: proporciones de
resultados positivos y negativos en pruebas diagndsticas que son resultados verdaderos

positivos y verdaderos negativos, respectivamente) (Fletcher y Fletcher, 2005).

La medida general de discriminacién estuvo representada por el area bajo la curva ROC
o curva de caracteristicas operativas del receptor) (Hilbe, 2005). Se estimd el intervalo de
confianza del 95 % (IC del 95 %) tanto para los pardmetros de precision como para el area bajo

la curva ROC.

En el estudio de las co-infecciones se consideran 21 variables (20 variables
correspondientes a bacterias patdgenas, helmintos y protozoos, mas 1 variable para
Blastocystis). Eran variables categdricas, codificadas como 0 y 1 (ausencia o presencia de un
determinado patdgeno, respectivamente). Se utilizd el analisis de componentes principales
(ACP) para reducir un gran conjunto de variables de co-infecciones a un conjunto mas pequefio
de variables (componentes principales), que representan la mayor parte de la varianza en las

variables originales; el ACP proporciond una base de significacidn estadistica para la presencia
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de dos o mas microorganismos en el mismo individuo. Se eliminaron del estudio los
microorganismos presentes solo en unos pocos individuos o aquellos que carecian de relacion

entre si; la co-infeccidn en estos casos podria ser simplemente un evento fortuito.

El indice KMO (indice de Kaiser-Meyer-0lkin) mide la relacién lineal entre las variables;
el indice KMO para una variable en particular debe ser > 0,5 para que esa variable sea
considerada para ACP (Kaiser, 1974). Se utilizaron el criterio del valor propio uno (Kaiser, 1960)
y el gréfico de sedimentacién (Cattell, 1966) para decidir el nUmero de componentes a retener.
Se optd por la rotacion (Cattell, 1966) ortogonal (Varimax). Dado que estamos interesados en
agrupar a los individuos sobre la base de las co-infecciones, se aplicd un analisis de
conglomerados en los componentes principales retenidos. Inicialmente se utilizd un
procedimiento aglomerativo jerarquico, creando los conglomerados mediante el método de
Ward para definir el nimero de conglomerados por la “regla del codo” (elbow rule).
Posteriormente usamos el procedimiento de k-medias para formar los conglomerados (Ketchen,
Jr y Shook, 1996). Estos clusters son grupos de individuos que comparten caracteristicas
similares sobre co-infecciones (o ausencia de co-infecciones); por lo tanto, las caracteristicas
parasitarias de estos grupos pueden interpretarse como las co-infecciones (o ausencia de co-
infecciones) mas interesantes, en funcién de sus frecuencias y la asociacion significativa de los

parasitos involucrados.

94



6. RESULTADOS

95



Resultados

6.1. Epidemiologia clinica

En este estudio resultaron positivas a Blastocystis sp. las muestras fecales de 338 pacientes
(9,2%) que fueron incluidos como casos. El grupo control lo constituyeron los 3.344 pacientes
restantes que resultaron negativos a Blastocystis sp. Por lo tanto, la proporcién de grupo de
casosy controles fue de 1:9,89 (=1:10). En la Tabla 8 se muestra la distribucidn de los parametros
demograficos/antropométricos, ademas de informacidn sobre el tratamiento con farmacos
inmunosupresores en pacientes negativos y positivos a Blastocystis sp. La mayoria de las

variables mostraron diferencias estadisticamente significativas entre casos y controles.

En relacién con el origen geogréfico, el porcentaje de pacientes procedentes de Espafia
fue significativamente menor en los casos que en los controles. La situacidn se invierte en los
pacientes procedentes de fuera de Europa, en los cuales la proporcidn fue significativamente
mayor en los casos, con diferencias mas relevantes sobre todo en los procedentes de Africa y
América (Centroamérica y Sudamérica, mas un paciente Blastocystis negativo de EEUU).
Teniendo en cuenta la edad con un punto de corte situado en 16 afios (nifio vs adulto), no se
detectaron diferencias significativas entre casos y controles; sin embargo, los casos eran
significativamente mas jovenes que los controles cuando la edad fue considerada como variable

cuantitativa continua.

Los individuos con bajo peso fueron significativamente mas frecuentes entre los casos
que en los controles, mientras que las personas con peso normal o con sobrepeso fueron
significativamente mas frecuentes en los controles. Cuando el indice de masa corporal (IMC) se
analizd como variable cuantitativa también se observaron diferencias significativas entre casos

y controles, con valores mas bajos en los casos.

El tratamiento inmunosupresor con quimioterapia, anticuerpos monoclonales o
farmacos antirretrovirales fue significativamente mas frecuente en los casos que en los
controles, pero el tratamiento con corticoides fue mas frecuente en los controles. No se
observaron diferencias significativas entre casos y controles cuando se analizaron las variables

sexo y proporcién de pacientes en tratamiento con analogos de nucledsidos.
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Tabla 8 Distribucion de parametros demograficos/antropométricos y tratamiento inmunosupresor en

casos (pacientes positivos a Blastocystis) y controles (pacientes negativos a Blastocystis)

Pacientes positivos a

Pacientes negativos a

Variable . ) Valor-p
Blastocystis Blastocystis
Origen geografico <0,001
Espafia 215/337 (63,8%) ° 2712/3343 (81,1%) °
Resto de Europa 33/337 (9,8%) ® 267/3343 (8,0%) ®
Africa 48/337 (14,2%) @ 165/3343 (4,9%) ®
América 30/337 (8,9%) @ 144/3343 (4,3%) ®
Asia 11/337 (3,3%) 55/3343 (1,6%) ®
Grupos de edad 0,140
< 16 afios 148/338(43,8%) 1321/3344 (39,5%)
> 16 afios 190/338 (56,2%) 2023/3344 (60,5%)
Sexo 0,125
Masculino 180/338 (53,3%) 1629/3344 (48,7%)
Femenino 158/338 (46,7%) 1715/3344 (51,3%)
IMC categorizado < 0,001
Peso bajo (< 18,4) 95/276 (34,4%) ? 266/2349 (11,3%)°
Normal (18,5 - 24,9) 92/276 (33,3%) 939/2349 (40%)
Sobrepeso (25-29,9)  55/276 (19,9%) 891/2349 (37,9%) °
Obesidad (30 - 40) 34/276 (12,3%) 253/2349 (10,8%)
Tratamiento inmunosupresor
Quimioterapia 6/337 (1,8%) 1/3344 (0%) <0,001
Anticuerpos 3/337 (0,9%) 0/3344 (0%) 0,001
monoclonales
Medicamentos 3/337 (0,9%) 0/3344 (0%) 0,001
antirretrovirales
Analogos de 1/337(0,3%) 47/3344 (1,4%) 0,124
nucledsidos
Corticosteroides 3/337 (0,9%) 965/3344 (28,9%) < 0,001
Edad (afios)" 30,18+1,294 36,11+0,511 <0,001
IMC (Kg/m?)* 21,21 [9,51] 24,89 [5,10] <0,001

* Variable cuantitativa. Los datos se informan como recuentos (%), excepto la edad (afios), que se describe como
media + DE, y el IMC (kg/m?), que se resume como mediana y rango intercuartilico [RIQ]. #P: Los valores dentro de

una fila con diferentes superindices difieren significativamente en p < 0,05.
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Los sintomas clinicos, enfermedades subyacentes, co-infecciones con bacterias
patdégenas u otros parasitos entéricos y los resultados de las pruebas de laboratorio en casos y

controles se resumen en la Tabla 9.

La mayoria de sintomas fueron significativamente mas comunes en los casos que en los
controles, incluidos dolor abdominal, nduseas, anorexia, aerofagia, halitosis, urticaria, prurito
anal y dispepsia. En cambio, la presencia de diarrea y fiebre fue mas frecuente en los controles

gue en los casos, existiendo diferencias estadisticamente significativas en la presencia de fiebre.

No se detectaron diferencias significativas entre ambos grupos para las comorbilidades,
a excepcion de la diabetes tipo 2, que fue mas frecuente en los casos, mientras que el sindrome
del intestino irritable (Sll) fue significativamente mas frecuente en los pacientes negativos a
Blastocystis. No hubo diferencia en los parametros bioquimicos entre pacientes infectados y no
infectados por Blastocystis. Sin embargo, se encontraron diferencias altamente significativas

para la eosinofilia relativa, con valores muy superiores en los casos.
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Tabla 9 Sintomas clinicos, comorbilidades, co-infecciones y parametros hematolégicos/bioquimicos en
casos (pacientes Blastocystis positivos) y controles (pacientes Blastocystis negativos)

. Pacientes positivos Pacientes negativos
Variables i i Valor - p
para Blastocystis para Blastocystis

Sintomas clinicos

Diarrea 166/336 (49,4%) 1797/3344 (53,7%) 0,144
Dolor abdominal 275/336 (81,8%) 975/3344 (29,2%) <0,001
Nausea 36/336 (10,7%) 29/3344 (0,9%) <0,001
Voémito 47/336 (14,0%) 446/3344 (13,3%) 0,803
Estrefiimiento 24/336 (7,1%) 323/3344 (9,7%) 0,160
Anorexia 34/336 (10,1%) 27/3344 (0,8%) <0,001
Fiebre 18/336 (5,4%) 972/3344 (29,1%) <0,001
Aerophagia 39/336 (11,6%) 53/3344 (1,6%) <0,001
Halitosis 5/336 (1,5%) 4/3344 (0,1%) 0,001
Urticaria 103/336 (30,7%) 202/3344 (6,0%) <0,001
Picor anal 32/336 (9,5%) 90/3344 (2,7%) <0,001
Dispepsia 27/336 (8%) 88/3344 (2,6%) <0,001
Comorbilidades
Enfermedad celiaca 8/336 (2,4%) 48/3344 (1,4%) 0,264
Diabetes tipo 2 59/309 (19,1%) 182/3344 (5,4%) <0,001
sli 6/336 (1,8%) 160/3 344 (4,8%) 0,017
Céncer 18/336 (5,4%) 194/3344 (5,8%) 0,833

Co-infecciones

Bacterias patégenas 30/336 (8,9%) 6/3344 (0,2%) <0,001
Helmintos 22/336 (6,5%) 22/3344 (0,7%) <0,001
Protozoos 25/336 (7,4%) 72/3344 (2,2%) <0,001
Parametros de laboratorio
Glucosa * 87,00 [14,0] 87,00 [14,0] 0,379
Hemoglobina glicosilada * 5,70 [1,0] 5,50 [0,9] 0,523
Hemoglobina * 14,10 [1,80] 14,10 [2,50] 0,903
Eosinofilia relativa * 3,20 [4,5] 0,10[0,1] <0,001

* Variable cuantitativa. Los datos se informan como recuentos (%) excepto las variables cuantitativas,
que se describen como mediana y rango intercuartilico [RIQ], ** Sindrome de intestino irritable
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Algunas variables relacionadas con la ausencia/presencia de patégenos no fueron
incluidas en el analisis de componentes principales (ACP), cuyos resultados se describen en la
Tabla 10. Por ejemplo, en un escaso numero de individuos (< 2) se observé presencia de
Arcobacter butzleri, Shigella, Schistosoma intercalatum, Taenia saginata y Encephalitozoon
hellem; por lo tanto, estos agentes no fueron considerados para ACP. Asimismo, se excluyeron
ciertas variables cuyo indice KMO fue inferior a 0,5, incumpliendo el supuesto bésico para ACP.
Concretamente, este fue el caso de las infecciones por Aeromonas sp., Campylobacter sp., E.

coli, Salmonella sp., Yersinia sp., Cryptosporidium sp., Hymenolepis nana y Trichuris trichiura.

Por lo tanto, solo Isospora belli, Strongyloides stercoralis, Giardia lamblia, Dientamoeba,
Entamoeba sp., Ascaris lumbricoides, Enterobius vermicularis y Blastocystis sp. fueron
considerados para ACP. De acuerdo a los criterios expuestos en el apartado de metodologia
estadistica, se retuvieron tres componentes principales. El porcentaje acumulado de varianza

explicado por ellos fue de 46,996%.

Tabla 10 Matriz de componentes rotados: cargas de los componentes principales 1, 2 y 3 sobre
variables relacionadas con la ausencia/presencia de patégenos. Los coeficientes por debajo de 0,3
(valor absoluto) se han suprimido para facilitar la interpretacion.

Parasito Componente Principal
1 2 3
Isospora belli 0,710
Strongyloides stercoralis 0,601 -0,433
Giardia lamblia 0,594
Dientamoeba sp. 0,429
Entamoeba sp. 0,647
Ascaris lumbricoides 0,619
Enterobius vermicularis 0,801
Blastocystis sp. 0,308 0,607

La Tabla 10 muestra la matriz de componentes rotados (el resultado clave de ACP);
describe las estimaciones de los coeficientes de correlaciéon entre cada una de las variables
originales y los componentes estimados. Por lo tanto, ACP resume la informacion sobre co-
infecciones partiendo de 21 variables originales hasta sélo 3 variables (tres componentes
principales: 1, 2 y 3). Los coeficientes por debajo de 0,3 (valor absoluto) han sido suprimidos
para facilitar la interpretacidn. Los valores positivos indican que una variable y un componente
principal estan positivamente correlacionados, es decir que el aumento en uno resulta en un

aumento en el otro. Las cifras negativas indican una correlacion negativa. Cuanto mayor es el
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valor absoluto (ya sea positivo o negativo), mayor es el efecto de una variable sobre ese

componente principal.

El componente principal 1 resume la informacion sobre la presencia de cuatro
microorganismos: Isospora belli, Strongyloides stercoralis, Giardia lamblia, con mayor peso de

los tres primeros y menor en el caso de Dientamoeba sp.

La variable con mayor peso en el componente principal 3 es Enterobius vermicularis y

menor peso de Blastocystis sp.

Finalmente, el componente principal 2 resume la informacion sobre la presencia de
Entamoeba sp., A. lumbricoides, Blastocystis sp. y S. stercoralis, con mayor peso de los dos

primeros y menor en los dos ultimos (peso negativo en S. stercoralis).

Una vez que el conjunto de variables originales se ha reducido mediante ACP, se deben
estudiar las co-infecciones mediante agrupamiento. Este analisis genera grupos de individuos
gue comparten caracteristicas similares, en cuanto a las variables incluidas en los tres
componentes principales; por lo tanto, esto proporciona una visién simplificada de las co-
infecciones mas relevantes en la muestra de individuos considerada. La Tabla 11 muestra el
resultado del agrupamiento basado en los tres componentes principales retenidos. El primer
grupo incluia a la mayoria de los individuos negativos a Blastocystis (3.277/3.344 = 98,0%),
mientras que el sexto grupo contenia la mayoria de los pacientes positivos a Blastocystis
(301/336 = 89,50%), sin presencia de otros parasitos en ninguno de ambos grupos. Por lo tanto,
la mayoria de los individuos estudiados, ya sea casos o controles, no presentaron ninguna co-
infeccion. Cada grupo de individuos se referia a un microorganismo en particular, ya que se
incluyen la mayoria de los individuos que presentaron este microorganismo. En el grupo 2 se
incluyen la mayoria de pacientes infectados por G. lamblia (45/52 = 86,53%) junto con 9 de los
336 pacientes infectados con Blastocystis sp. (2,7%). El grupo 3 incluyd a todos los pacientes
infectados con E. vermicularis (n= 16) asi como 8 pacientes positivos para Blastocystis (2,4%). El
grupo 4 contenia todos los pacientes infectados con Entamoeba sp. (n= 19) junto con 12
pacientes positivos para Blastocystis sp. (3,6%). Finalmente, todos los pacientes infectados con
S. stercoralis fueron asignados al grupo 5 (n=6), que también incluia 6 pacientes infectados por
Blastocystis (1,78%). Puesto que este estudio se centra en Blastocystis, la Tabla 12 proporciona

una descripcidn mas precisa de las co-infecciones de este microorganismo con otros.
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Tabla 12 Pacientes incluidos en el analisis de componentes principales. Descripcién del nimero de
pacientes infectados por Blastocystis y co-infecciones

Cluster N2 pacientes Pacientes con co- Co-infeccién
Blastocystis positivos infeccién

5 9 4/336 (1,2%) Giardia lamblia
5/336 (1,5%) Dientamoeba sp.

3 8 8/336 (2,4%) E. vermicularis
6/336 (1, 8%) Entamoeba sp.
1/336 (0,3%) Entamoeba sp./G. lamblia

4 12 4/336 (1,2%) A. lumbricoides
1/336 (0,3%) A. lumbricoides/ Dientamoeba sp.

/Entamoeba sp./G. lamblia/l. belli

4/336 (1,2%) G. lamblia/l. belli
1/336 (0,3%) S. stercoralis/|. belli

1/336 (0,3%) Dientamoeba sp./S stercoralis/I. belli

La Tabla 13 muestra el modelo final de regresién logistica binomial que fue
estadisticamente significativo (y? (11) = 1955,696; p < 0,001) y explica el 94,6% de la varianza
total (Nagelkerke R2). La probabilidad de estar infectado con Blastocystis sp. fue similar entre los
individuos de Espafia y el resto de Europa, pero aumento significativamente en los individuos de
América y especialmente de Africa. No se observaron diferencias significativas con los individuos

de Asia, lo que puede deberse al escaso nimero de pacientes que conformaban este grupo.

Algunos sintomas como el dolor abdominal y la anorexia, asi como el padecimiento de
diabetes tipo 2 se asociaron significativamente con la infeccidén por Blastocystis sp., pero el
tratamiento con corticoides se asocia con la ausencia de este microorganismo. También se
observé una asociaciéon estadistica en este caso muy significativa entre infeccion por Blastocystis
sp. y presencia de bacterias patégenas y halitosis. Concretamente, los individuos con co-
infecciones bacterianas tenian hasta 132,960 veces mas posibilidades de estar infectados por
Blastocystis sp., probabilidad que se incrementa hasta 315,220 veces cuando se detecta
halitosis. No obstante, la asociacién mas significativa corresponde a la presencia de eosinofilia
relativa, puesto que a medida que esta variable aumenta en 1 unidad, la probabilidad de
infeccidn por Blastocystis sp. se incrementa mas de un milléon de veces. Finalmente, destaca la
alta fiabilidad de los parametros para el modelo de regresion logistica binomial, que fueron los

siguientes: Sn = 0,967 (IC 95 %: 0,969—0,998); Sp = 0,998 (IC 95 %: 0,996—0,998); VPP = 0,983 (IC
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95 %: 0,968-0,997); VPN = 0,997 (IC 95 %: 0,995-0,999). El area bajo la curva ROC fue de 0,997
(1C 95%: 0,993-1,000; p > 0,001).

Tabla 13 Modelo final de regresion logistica binaria, que muestra la asociacién estadistica entre
infeccidn por Blastocystis sp. con diversos parametros como el origen del paciente, presencia de
bacterias patégenas, dolor abdominal, anorexia, halitosis, diabetes tipo 2 y tratamiento con
corticoides y eosinofilia relativa (variable cuantitativa)

95% IC de Odds

Variable B EE Wald gl Valor-p Odfjs r?tio -
ratio (OR) Lim. Lim.
inferior inferior

Origen geografico 9,205 4 0,056

Resto de Europa -0,141 0,918 0,024 1 0,878 0,868 0,144 5,250

Africa 2,025 0,810 6,249 1 0,012 7,574 1,548 37,046

América 1,828 0,873 4,391 1 0,036 6,223 1,125 34,411

Asia 0,726 1,629 0,199 1 0,656 2,067 0,085 50,360
Bacterias patdgenas 4,890 1,367 12,804 1 <0,001 132,960 9,130 1936,310
Dolor abdominal 2,568 0,576 19901 1 <0,001 13,041 4,220 40,300
Anorexia 3,135 0,943 11,055 1 0,001 22,999 3,623 146,016
Halitosis 5,753 1,632 12,433 1 <0,001 315,220 12,875  7717,767
Diabetes tipo 2 2,021 0,722 7,837 1 0,005 7,547 1,833 31,070
Corticosteroides -5,998 1,574 14,514 1 <0,001 0,002 0,000 0,054
Eosinofilia relativa * 7,008 0,658 113,374 1 <0,001 1105,260 304,259 4014,997
Constante -9,487 0,831 130,250 1 <0,001 0,000

B: coeficiente de regresion; EE: error estandar; Wald: Prueba de Wald; gl: grados de libertad; IC del 95%: intervalo de
confianza del 95%, * variable cuantitativa

6.2. Epidemiologia molecular

6.2.1. Subtipos de Blastocystis sp. identificados

En total se han subtipado 173 muestras positivas a Blastocystis sp., encontrando cuatro
subtipos (ST) diferentes: ST1, ST2, ST3, ST4 (Tabla 14). Los subtipos del 1 al 4 son los mas
comunmente descritos a nivel mundial y son frecuentemente encontrados en las heces de
humanos (Seyer et al., 2017). La distribucién porcentual revela el predominio de las variantes
ST2 y ST3, que se observaron en un porcentaje similar de pacientes, seguidos por los subtipos
ST1-ST4 que de nuevo fueron identificados en una cifra idéntica de personas infectadas (Tabla

14).
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Tabla 14 Frecuencia y porcentaje de cada subtipo de Blastocystis sp.

Subtipo Frecuencia Porcentaje (%)
ST1 27 15,6
ST2 59 34,1
ST3 60 34,7
ST4 27 15,6
Total 173 100,00

Como ya se ha indicado, en el presente estudio, se utilizé en primer lugar el protocolo
de Santin et al., (2011) para la amplificacion por PCR del gen SSU-rRNA de Blastocystis sp. de las
muestras fecales positivas y posteriormente los productos de PCR fueron secuenciados
mediante el método de Sanger. Cuando la secuenciacién del producto de PCR de una muestra
resulté en un rastro mixto con picos dobles en el analisis cromatografico de los productos
secuenciados por Sanger, se considerd que procedia de una infeccion mixta de Blastocystis.
Varios estudios sugieren que estos productos pueden posteriormente clonarse y secuenciar
para determinar la identidad exacta de los subtipos presentes (Meloni et al., 2012; El Safadi et
al., 2014). En el caso de nuestro estudio, no realizamos clonaciones; sin embargo, los analisis

cromatograficos fueron claros para identificar estas infecciones mixtas.

En total se identificaron infecciones mixtas por distintas variantes de Blastocystis sp. en
11 de las 173 muestras subtipadas (6,3%), de las cuales 4 correspondian a ST1 y 7 muestras
identificadas como ST2. Esta circunstancia se puso en evidencia por la presencia de picos dobles
en trazos de los cromatogramas procesados por secuenciacion del gen SSU rADN mediante la
técnica de Sanger (Figura 15). Estos picos dobles se observaron en una zona de
aproximadamente 30 nucledtidos del total de la secuencia completa, mientras que el resto del

trazo permitia identificar un ST en concreto.
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Figura 15 Seccién del cromatograma donde se evidencia picos dobles indicativos de infecciones
mixtas. Secuenciacion por el método Sanger del gen SSU-rRNA (imagen propia)

Otro hallazgo relevante fue la variacidén de subtipos identificados en distintas muestras
de un mismo individuo, dato observado en un total de cuatro pacientes. En uno de ellos, la
diferencia entre el primer muestro y el siguiente fue de tan sélo 1 dia y en los restantes mediaron
entre 3y 9 dias (Tabla 15). El primer paciente presenté el ST1 en la primera muestra y en el lapso
de nueve dias se encontrd en la segunda muestra el ST3. En el caso del segundo paciente en un
lapso de un dia de diferencia presento primero el ST3 y luego el ST1. Curiosamente, el tercer
paciente presentd ST1 en la primera muestra, tras tres dias se encontrd ST2 y tres dias mas tarde
(seis desde la primera toma de muestra) se evidencid nuevamente ST1. El ultimo paciente

presentd el ST4 como primer resultado y a los tres dias mostré ST2.

Tabla 15 Pacientes con variacion de subtipos en muestras repetidas

Paciente Fecha de la muestra Subtipo Edad (afios) Pais de nacimiento
17.09.18 ST1 .
1 2 Ucrania
26.09.18 ST3
3.10.18 ST3 .
2 70 Espana
4.10.18 ST1
9.01.18 ST1
3 12.1.18 ST2 8 Gambia
15.01.18 ST1
19.02.18 ST4 .
4 62 Espana
22.02.18 ST2
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6.2.2. Comparacion con otras secuencias depositadas en GenBank®

Se compararon las secuencias genéticas que se obtuvieron de Blastocystis sp. en este
estudio con las secuencias de referencia de los diferentes subtipos de Blastocystis sp.
disponibles en la Base de datos GenBank® utilizando el programa BLAST de nucledtidos del
Centro Nacional para Informacién Biotecnoldgica (NCBI) (Altschul et al., 1990;1997). Las 111
secuencias identificadas en este estudio se depositaron en dicha base de datos con los nimeros
de acceso OP495227-0P495337. Las comparaciones de las secuencias se observan en los Anexos
4-7 donde Unicamente se han incluido aquellas que presentaban una mayor disparidad segun el
estudio filogenético. Cabe destacar que muchas de estas secuencias presentaban una homologia
del 100% con secuencias de origen animal depositadas en dicha base de datos (Bos taurus, Sus
scrofa domesticus) y una homologia menor en cepas de origen humano lo que reforzaria el

posible origen zoondtico del parasito.

6.2.3. Homologia entre secuencias genéticas de cada subtipos

En primer lugar, se compararon entre si todas las secuencias parciales del gen SSU-rRNA
de Blastocystis sp. obtenidas en este trabajo y que fueron depositadas en la base de datos
GenBank®. Para ello se utilizé el programa BLAST de nucledtidos del Centro Nacional para

Informacidn Biotecnoldgica (NCBI) (Altschul et al., 1990, 1997).

Se obtuvo asi la homologia existente entre cada secuencia y las demas de su mismo
subtipo. Cada secuencia se afiadié y se compard con el resto de secuencias que pertenecian al
mismo subtipo, luego con los resultados obtenidos se elaboré una tabla de homologias para
cada subtipo, elaborando de esta forma una tabla de homologias para cada subtipo (Tablas 16

a19).

El rango de homologias entre las 17 secuencias del ST1 se situé entre el 94,26%
(1008/1185 nucledtidos, observado en una sola combinacién), y el 100% (observado en ocho

combinaciones). La homologia media fue de 97,77% + 1,71% (Tabla 16).

En el caso de las 31 secuencias parciales del ST2, la homologia minima fue del 94,72%
(observada en cinco combinaciones), mientras que la maxima (100%) se obtuvo en 71

combinaciones. La media fue de 97,62% + 1,76% (Tabla 17).
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Para las 43 secuencias del ST3 la homologia minima fue del 91,38% (obtenida en solo
una combinacion) mientras que 163 combinaciones alcanzaron la homologia maxima, del 100%.

En conjunto, la homologia media fue de 99,26% + 1,29% (Tabla 18).

Finalmente, las muestras mas homogéneas de nuestro estudio fueron las existentes
entre las 20 secuencias del subtipo ST4 obtenidas: alcanzaron una homologia media de 99,95%
+ 0,09%. La homologia minima fue de 99,72% observada en tres combinaciones, mientras que
155 combinaciones alcanzaron la homologia maxima posible (100%) (Tabla 19). Ademas, llama

la atencion que las homologias menores del 100% procedian solo de 2 secuencias (1069 y 1418).

En resumen, cabe decir que la homologia de secuencias multiples indicé que la similitud

dentro de cada subtipos fue mas alta en el ST4 (99,95 + 0,09) y ST3 (99,26 + 1,29), mientras que
la similitud mas baja fue en los ST1 (97,77 £1,71) y ST2 (97,62 + 1,76).
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6.2.4. ldentificacion de subtipos y alelos y su relacion con el origen de los pacientes

Para identificar los alelos relevantes de las secuencias del gen SSU-rRNA de Blastocystis
sp. identificadas en este estudio se utilizd la base de datos de tipificacion de secuencias
Multilocus de Blastocystis ST (185 rRNA) o llamado en inglés Multi Locus Sequence Typing
(MLST) (http://pubmist.org/blastocystis/) (Stensvold et al., 2012; Jolley et al., 2018). Debe

sefialarse aqui que un alelo no corresponde a un Unico haplotipo (es decir, una Unica secuencia).
De hecho, el método propone alinear cada secuencia con secuencias de referencia de cada alelo;
se admite que diferencias pequefias no impiden la asignacién a un alelo concreto (Figura 16).
Este método permitid obtener los alelos correspondientes para cada una de las secuencias
genéticas agrupadas por subtipos (Tabla 20). Ademas, se identifico el pais de origen, edad y sexo
del paciente correspondiente a cada secuencia genética analizada. La identificacidn de alelos y
estudio filogenético se realizd con un total de 83 secuencias de Blastocystis que fueron el

numero de secuencias que se incluyeron en el arbol filogenético.

Figura 16 Ejemplo de asignacion de alelos de las secuencias genéticas a través de la base de datos de
tipificacion de secuencias Multilocus de Blastocystis ST: Nimero de secuencia 1008 en el que se
obtiene el alelo 2 (imagen propia)

113



Resultados

Tabla 20 Frecuencia de la distribucién de subtipos y alelos de las secuencias genéticas de Blastocystis

Subtipo Alelo Frecuencia (%)

88 9/83 (10,8)

1 2 2/83 (2,4)
4 1/83(1,2)

5 9 15/83 (18,1)
13 8/83 (9,6)

3 34 29/83 (34,9)
36 3/83(3,6)

4 42 16/83 (19,3)

En la tabla 21 se observa la distribucién de alelos de las secuencias del ST1, que fueron
asignadas a los alelos 88 (75%), alelo 2 (17%) y alelo 4 (8%). En relacion al origen geografico el
33% (4/12) de los pacientes eran espafioles, el 25% (3/12) de otros paises europeos, el 17%
(2/12) de paises africanos y asiaticos, respectivamente y el 8% (1/12) de paises de América del
Sur. El 75% (9/12) correspondié a menores de 16 afios. En cuanto al sexo hombres y mujeres

tuvieron un porcentaje del 50% (6/12).

Tabla 21 Distribucidon de alelos de Blastocystis sp., pais de origen, edad y sexo en las secuencias
pertenecientes al ST1

N2 muestra Alelo Subtipo Origen geografico Edad Sexo
1008 2 1 Espaiia > 16 afios Hombre
1095 88 1 Resto de Europa > 16 afios Hombre
1137 88 1 Espaiia <16 afios Hombre
1167 88 1 Africa <16 afos Mujer
1219 88 1 Asia <16 anos Mujer
1242 4 1 Africa <16 afios Mujer
1246 1 Resto de Europa <16 anos Mujer
1310 88 1 Africa <16 afios Hombre
1359 88 1 Espaiia > 16 afios Hombre
1365 88 1 Resto de Europa <16 afos Mujer
1407 88 1 Espaiia <16 afios Hombre
1424 88 1 Asia <16 anos Mujer

En la tabla 22 se indica la distribucidn de los alelos en las secuencias de ST2, asignadas

alos alelos 9 (65%) y 13 (35%). En relacion al origen geografico el 43% (10/23) de los pacientes
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fueron de Espaiia, el 22% (5/23) de otros paises europeos, el 26% (6/23) eran de Africa y el 9%

(2/23) de América del Sur. EI 57% (13/23) eran varones menores de 16 afios.

Tabla 22 Distribucidon de alelos de Blastocystis sp., pais de origen, edad y sexo en las secuencias
pertenecientes al ST2

N2 muestra Alelo Subtipo Origen geografico Edad Sexo
1036 9 2 Espafia <16 anos Mujer
1038 9 2 Africa > 16 afios Hombre
1065 9 2 América > 16 afios Hombre
1111 9 2 América > 16 afios Mujer
1120 13 2 Resto de Espafia > 16 afos Mujer
1124 9 2 Resto de Espafia <16 afios Hombre
1133 9 2 Espafia <16 afos Mujer
1152 13 2 Resto de Espafia <16 afos Mujer
1157 9 2 Africa > 16 afios Hombre
1166 9 2 Espafia > 16 afos Mujer
1179 13 2 Espafia <16 afios Hombre
1195 13 2 Resto de Espafia <16 afios Hombre
1198 13 2 Espafia > 16 afos Mujer
1215 9 2 Africa <16 afios Hombre
1311 2 Espafia > 16 anos Mujer
1349 9 2 Africa > 16 afios Hombre
1354 13 2 Africa <16 afios Hombre
1369 13 2 Espafia <16 anos Mujer
1381 9 2 Africa <16 afios Mujer
1383 2 Espafia <16 afios Hombre
1391 9 2 Espafia <16 afios Hombre
1392 9 2 Espafia > 16 afios Hombre
1447 13 2 Resto de Espafia <16 afios Hombre

En la tabla 23 se observa la distribucidn de los alelos en las secuencias ST3 de
Blastocystis. La mayoria (91%) fueron asignadas al alelo 34 y el resto (9%) el alelo 36. En relacion
al origen geografico el 56% (18/32) de los pacientes eran de Espania, el 19% (6/32) fueron de
otros paises europeos y africanos y el 3% (1/32) de América y Asia. El 53% (17/32) fueron

menores de 16 afios y los hombres y mujeres tuvieron un porcentaje del 50% (16/32) cada uno.
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Tabla 23 Distribucidon de alelos de Blastocystis sp., pais de origen, edad y sexo en las secuencias
pertenecientes al ST3

N2 muestra Alelo Subtipo Pais de origen Edad Sexo
1069 42 4 Espafia > 16 afos Hombre
1074 42 4 Espafia <16 afios Mujer
1158 42 4 Espafia > 16 afos Hombre
1181 42 4 Espafia > 16 afos Hombre
1192 42 4 Espafia > 16 afos Hombre
1205 42 4 Espafia <16 afios Mujer
1211 42 4 Espafia <16 afios Mujer
1225 42 4 Espafia <16 afos Hombre
1250 42 4 Espafia <16 afos Hombre
1284 42 4 Espafia <16 aflos Hombre
1315 42 4 Espafia <16 afos Hombre
1316 42 4 Espafia > 16 afios Mujer
1393 42 4 Espafia <16 afios Mujer
1398 42 4 Espafia > 16 afios Mujer
1418 42 4 Espafia <16 afos Hombre
1419 42 4 Espafia <16 afos Hombre

La totalidad de secuencias identificadas como ST4 fueron asignadas al alelo 42 (Tabla
24). En relacidn al origen geografico, cabe destacar que el 100% (16/16) de los pacientes eran

de Espafia. En cuanto a la edad el 63% (10/16) fueron varones menores de 16 afios.
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Tabla 24 Distribucidon de alelos de Blastocystis sp., pais de origen, edad y sexo en las secuencias

pertenecientes al ST4

N2 muestra Alelo Subtipo Pais de origen Edad Sexo
1069 42 4 Espafia > 16 afios Hombre
1074 42 4 Espafia <16 afos Mujer
1158 42 4 Espafia > 16 afios Hombre
1181 42 4 Espafia > 16 afios Hombre
1192 42 4 Espafia > 16 afios Hombre
1205 42 4 Espafia <16 afos Mujer
1211 42 4 Espafia <16 anos Mujer
1225 42 4 Espafia <16 afios Hombre
1250 42 4 Espafia <16 afios Hombre
1284 42 4 Espafia <16 afios Hombre
1315 42 4 Espafia <16 afios Hombre
1316 42 4 Espafia > 16 afos Mujer
1393 42 4 Espafia <16 afos Mujer
1398 42 4 Espafia > 16 afos Mujer
1418 42 4 Espafia <16 afios Hombre
1419 42 4 Espafia <16 afios Hombre

En resumen, el andlisis de alelos de las secuencias mostré la diversidad mas baja para el
subtipo 4, en el que se identificd un Unico alelo, y la diversidad mas alta para ST1. Al analizar la
distribucion de alelos dentro de cada subtipo en funcién del pais de origen, Unicamente se
detectaron diferencias significativas en el caso de ST3 (x*de Pearson: 11,075; p = 0,026). Para
los alelos 36 y 34 de ST3 se encuentran diferencias significativas entre América y Espafia, pero
el resto de los origenes no muestran diferencias entre si ni con América o Espafia. Cuando se
hizo un andlisis conjunto para la totalidad de alelos se encontraron diferencias altamente
significativas en cuanto a la distribucién por origen geografico (y*de Pearson: 52,245; p = 0,004)

para el alelo 88 de ST1 entre Asia y Espaiia. No se encontraron relaciones significativas entre los

subtipos o alelos y edad y sexo de los pacientes.
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6.2.5. Analisis filogenético

Las secuencias parciales del gen de la SSU-rRNA de Blastocystis sp. se incluyeron en un
archivo de formato FASTA y se alinearon mediante la herramienta de alineacion multiple
ClustallW (Thompson et al., 1994) incluida en el paquete de software BioEdit 7 (Hall, 1999).
Después de la alineacidn se incluyeron un total de ochenta y tres secuencias. Como ya se ha
indicado, posteriormente se utilizé el paquete de software MEGA 5.10 (Tamura et al., 2011) para
obtener mediante Neighbor Joining un arbol filogenético aplicando el algoritmo Kimura 2 con
1000 replicaciones de bootstrap. El archivo de arbol de formato Newick obtenido se utilizé para
dibujar los arboles correspondientes mediante la herramienta en linea iTOI v5 (Letunic and Bork,

2021) (https://itol.embl.de/about.cgi).

En la figura 17 se presenta un arbol filogenético de manera vertical con Proteromonas
lacertae (U37108) como outgroup para enraizar el arbol y ademas se aiadid otras secuencias
genéticas obtenidas de la base de datos de GenBank® que correspondian a otros subtipos de
Blastocystis (MF186709.1: ST5, MW713074.1: ST6, OL351742.1: ST7, MK357782.1: ST9). Las
ramas bien soportadas por las 1000 repeticiones del boostrap se observan de color verde que
indica un soporte de 1 En el ST1 se observa una subdivision en dos grupos, quedando separada
la secuencia 1008 que es no obstante muy parecida a las restantes. En el caso del ST2 se
evidencia una rama bien soportada por el boostrap con secuencias agrupadas en tres conjuntos
y diferencias minimas entre ellas. Las secuencias de ST3 y ST4 también aparecen claramente

separadas en sus correspondientes ramas con poca variabilidad entre ellas.
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Figura 17 Analisis filogenético de 83 secuencias parciales del gen SSU-rRNA de Blastocystis y secuencias
de referencia representativas de distintos subtipos. Se utilizé una secuencia de Proteromonas lacertae
como outgroup y secuencias de otros subtipos de Blastocystis obtenidas de GenBank® (MF186709.1:
ST5, MW713074.1: ST6, OL351742.1: ST7, MK357782.1: ST9) El analisis se realizé mediante Neighbor
Joining. Las distancias genéticas se calcularon utilizando el modelo Kimura 2 (imagen propia)
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La figura 18 muestra otra representacion del arbol obtenido para el gen SSU rARN de
Blastocystis. Se utilizd a Proteromonas lacertae (U37108) como outgroup para enraizar el arbol
y se observan cuatro ramas distintas bien soportadas por las 1000 repeticiones del boostrap
donde el color verde que indica un soporte de 1. Ademas, se anadieron otras secuencias
genéticas obtenidas de GenBank® que se usaron como referencia (LC414134.1 y MK874786.1:
ST1 Homo sapiens, EU445491.1: ST2 Mono, MT089925.1 y MK874818.1: ST2 Homo sapiens,
MN914073.1: ST3 Homo sapiens, y MH127478.1: ST4 Rattus exulans.

Se observan en la rama del ST1 dos ramificaciones que estan bien apoyadas por las
repeticiones de boostrap y que se sefialan con color verde lo cual nos indica un soporte absoluto
1. En el primer grupo se distinguen dos secuencias que presentan el alelo 2, pero en el segundo

grupo se observan nueve secuencias que mostraron el alelo 88 y una sola secuencia el alelo 4.

En la rama del ST2 se observan 3 bifurcaciones apoyados por las repeticiones de
boostrap. El primer grupo esta formado por siete secuencias que presentan el alelo 9 y solo dos
secuencias con el alelo 13. Todas las secuencias del segundo grupo presentan el alelo 13,
mientras que todas las del tercer grupo presentaron el alelo 9, excepto una correspondiente al
alelo 13. Estos hallazgos evidencian que el método basado en definir alelos no refleja toda la
variabilidad existente y de hecho cualquier secuencia que no coincida totalmente con una

anteriormente depositada en las bases de datos deberia recibir un nimero de alelo diferente.

El arbol filogenético también confirmé la discriminacion de alelos en los subtipos
restantes. La rama del ST3 es monofilética, aunque se muestran dos alelos distintos uno de los
cuales (34) incluye la mayoria de secuencias y solo tres de ellas corresponden al alelo 36. Por
ultimo, la rama del ST4 también es monofilética y el 100% de las secuencias presentaron el alelo

42.
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6.2.6. Diversidad genética de las secuencias de Blastocystis sp.

La diversidad genética de las secuencias se analizé mediante DnaSP v6 (Rozas et al., 2017). Se
identificaron un total de 352 sitios variables y la diversidad de nucleédtidos por sitio es Pi =
0,14808, mientras que el nimero promedio de diferencias de nucledtidos entre los haplotipos
es k =50,05260. Las 83 muestras dieron como resultado 26 haplotipos diferentes, por lo que el
valor del indice de la diversidad de haplotipos conjunta es 0,927. Ademas, se estudid la

diversidad genética de cada uno de los subtipos de Blastocystis sp. (Tabla 25).

Tabla 25 Variabilidad genética de subtipos de Blastocystis sp. en pacientes del area sanitaria 3 de

Zaragoza
Sitios Sitios .
Subtipos  Frecuencia . o Hd* v
monomorficos polimoérficos
STl 12 315 30 8 0,924 0,02429
ST2 23 316 28 7 0,842 0,03945
ST3 31 342 7 9 0,774 0,00438
ST4 16 346 1 2 0,233 0,00067
Total 83 234 104 26 0,927 0,14808

h*: Nimero de haplotipos, Hd™: Diversidad de haplotipos, ©*: Diversidad de nucleétidos

En conjunto, el nimero de haplotipos (h) fue de 8, 7, 9 y 2 para ST1, ST2, ST3 y ST4,
respectivamente. Ademas, la diversidad de haplotipos mas alta y mas baja se observé en ST1
(Hd: 0,924) y ST4 (Hd: 0,233), respectivamente, al igual que los sitios polimérficos (ST1 =30y
ST4 = 1). Nuestros hallazgos mostraron que ST2 tenia la mayor diversidad de nucleétidos (m:
0,03945), lo que sugiere un alto grado de variabilidad del fragmento amplificado del gen SSU

rRNA en este subtipo.

Cuando se analizé la variabilidad genética por subtipos se observaron varias diferencias.
En las doce secuencias parciales pertenecientes al ST1 se identificaron 315 sitios monomoérficos
y 30 polimarficos. La diversidad de nucledtidos por sitio fue de Pi=0,02429. Las doce secuencias
dieron como resultado ocho haplotipos diferentes, por lo que el valor del indice de la diversidad

de haplotipos es 0,924 (Figura 19).

Se asignaron al ST2 un total de 23 secuencias parciales, identificAndose 316 sitios

monomorficos y 28 polimorficos. La diversidad de nucledtidos por sitio fue de Pi = 0,03945. En
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este grupo de secuencias se identificaron siete haplotipos diferentes con una diversidad de
0,842 (Figura 20). En las doce secuencias parciales del ST1 se identificaron 315 sitios
monomorficos y 30 sitios polimérficos. La diversidad de nucleétidos por sitio fue de Pi=0,02429.

Las doce secuencias dieron como resultado ocho haplotipos diferentes (Figura 19).

Figura 19 Alineacion de secuencias parciales del gen SSU-rRNA de Blastocystis sp. de los aislados del
ST1. Se muestran las posiciones variables identificadas en el gen SSU-rRNA (imagen propia)

Figura 20 Alineacion de secuencias parciales del gen SSU-rRNA de Blastocystis sp. de los aislados del
ST2. Se muestran las posiciones variables identificadas en el gen SSU-rRNA (imagen propia)

En el ST3 estaban asignadas 31 secuencias que mostraron 346 sitios monomorficos y 7
polimérficos. La diversidad de nucledtidos por sitio fue de Pi = 0,00438. Las 31 secuencias dieron
como resultado 9 haplotipos diferentes y la diversidad de haplotipos fue de 0,774 (Figura 21).
Finalmente, al ST4 se adscribieron 16 secuencias parciales, identificindose 346 sitios
monomorficos y solo uno polimérfico. Por lo tanto, sélo dos haplotipos se identificaron en las
16 secuencias y la diversidad de nucledtidos por sitio fue en consecuencia muy baja (Pi =

0,00067) y la diversidad de haplotipos fue de 0,233 (Figura 22).
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Figura 21 Alineacion de secuencias parciales del gen SSU-rRNA de Blastocystis sp. de los aislados del
ST3. Se muestran las posiciones variables identificadas en el gen SSU-rRNA (imagen propia)

Figura 22 Alineacion de secuencias parciales del gen SSU-rRNA de Blastocystis sp. de los aislados del
ST4. Se muestran las posiciones variables identificadas en el gen SSU-rRNA (imagen propia)
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10.1. Epidemiologia clinica

Blastocystis sp. es uno de los parasitos mas frecuentemente identificados en muestras
fecales humanas en los laboratorios de diagndstico microbioldgico, aunque a diferencia de otros
protozoos comunes como Giardia duodenalis y Cryptosporidium sp., que son responsables de
una proporcién importante de casos de enfermedad diarreica a nivel mundial, la importancia
clinica de Blastocystis sp. todavia es incierta (Muhsen and Levine, 2012; Checkley et al., 2015;
Andersen and Stensvold, 2016). En Espaia, estudios previos en pacientes con trastornos
digestivos que acudieron a servicios médicos han demostrado que su prevalencia es dos o
incluso hasta diez veces mayor que la de G. duodenalis y Cryptosporidium sp., respectivamente
(Gonzalez-Moreno et al., 2011); sin embargo, otros estudios han informado que el porcentaje
de infeccidn por Blastocystis sp. y G. duodenalis es muy similar en nifios asintomaticos (Reh et

al., 2019).

La prevalencia de Blastocystis sp. en pacientes con sintomas gastrointestinales en el
presente estudio fue 9,2%. Este resultado concuerda con investigaciones previas con
microscopia convencional en la zona central de Espafia, donde se han documentado porcentajes
de 9,6% en nifos VIH positivos y del 5,3-19,4% en nifios que asisten a guarderias y escuelas
primarias (Martin-Sanchez et al., 1992; Aguila et al., 1997), mientras que la cifra asciende a 13%
entre escolares asintomaticos utilizando métodos basados en PCR (Reh et al., 2019). Se han
informado valores de prevalencia mayores en pacientes adultos en Catalufia mediante examen
microscopico y PCR (27,8 %) (Salvador et al., 2021), porcentaje que se incrementa hasta 35,2 %
segun un estudio con PCR en humanos que comparten hogares con perros y gatos en el norte
de Espaia (Paulos et al., 2018). En Europa, la prevalencia de este protista oscila entre el 3% y
7% en Francia, Italia y Reino Unido usando microscopia déptica, pero se encontraron cifras mas
altas (14,5 - 24,2 %) en Francia, Holanda y Dinamarca usando métodos basados en PCR
(Stensvold et al., 2007; Gonzalez-Moreno et al., 2011; Masucci et al., 2011; Bart et al., 2013; El
Safadi et al., 2016; Windsor et al., 2002).

De 1996 a 2002 en Aragdn, se realizd un estudio epidemioldgico donde se identificd 105
casos de cryptosporidiosis. Se observé una mayor prevalencia Cryptosporidium parvum (34/105)
y Cryptosporidium hominis (69/105), sin embargo, en dos pacientes se encontraron C.
meleagridis y C. felis. Ademas, se describe la distribucion de los especies de Cryptosporidium en
zonas rurales y urbanas donde C. parvum resultd ser mas frecuente en nifios de areas rurales

que areas urbanas (Llorente et al., 2007). Otro estudio llevado a acabo en el 2008 en Zaragoza
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identificaron 108 pacientes con giardiasis donde asociaron la sintomatologia de los pacientes
con los diferentes assemblages de Giardia duodenalis (Sahagun et al., 2008). Se observa en estos
estudios un nimero menor de pacientes infectados por Cryptosporidium y Giardia en relacion a

los datos obtenidos con Blastocystis.

Es importante mencionar que el porcentaje de parasitacién detectado en el presente
trabajo puede ser una subestimacion del valor real, puesto que otras herramientas diagndsticas
como los analisis moleculares son mucho mas sensibles que la microscopia y el cultivo xénico in
vitro para detectar Blastocystis sp. en muestras fecales de humanos y animales (Stensvold et al.,
2007a; Roberts et al., 2011). El cultivo es significativamente mas sensible que el examen
microscopico, pero su procesamiento es laborioso y no resulta practico cuando el diagndstico
se requiere de manera urgente (Stensvold et al., 2007a). Se ha sefialado que la sensibilidad del
diagndstico microscopico se incrementa conforme lo hace el nUmero de muestras analizadas.
Concretamente, algunos autores indican que la combinacion de una técnica de concentracién
partiendo de heces conservadas en SAF (acetato de sodio-acido acético-formalina) junto con el
examen microscopico de muestras multiples (3 muestras tomadas en dias consecutivos)
proporciona una sensibilidad similar a la PCR (Van Gool et al., 2003; Bart et al., 2013). Por el
contrario, otras publicaciones sugieren que no existen diferencias en la sensibilidad del
diagnodstico microscépico cuando se analizan tres muestras de heces tomadas en dias

consecutivos, en comparacién con el examen de una Unica muestra (Not et al., 2020).

La localizacion geografica influye en la prevalencia de las infecciones parasitarias, tal
como se observd en un estudio en India entre escolares de ensefianza primaria, donde la
prevalencia de Blastoscystis sp. fue significativamente mayor en los nifios de zonas rurales que
en los de zonas urbanas (Rayan et al., 2010). En nuestro muestreo, mas del 25% de los pacientes
infectados procedian de fuera de Europa, siendo el porcentaje de pacientes llegados de América
Central y del Sur, y especialmente de Africa, significativamente mayor en los casos que en los
controles. Las deficientes condiciones sanitarias y de higiene pueden justificar la mayor
prevalencia de Blastocystis sp. en paises de bajos ingresos, ya que este microorganismo se
transmite principalmente por via fecal oral y a través del consumo de agua o alimentos
contaminados, por lo que su control puede constituir un verdadero reto para las autoridades de
salud publica en estos paises (Tan, 2008; El Safadi et al., 2014). Asi, se han documentado
porcentajes de infeccidn que van del 80,4 % al 100 % en escolares de Senegal, 64 % en nifios
marroquies, 71,1 % en trabajadores inmigrantes en Qatar, 78 % en la poblacién de Guinea

Ecuatorial y 63 % en nifios del Libano (El Fatni et al., 2014; Abu-Madi et al., 2015; El Safadi et al.,
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2016; Osman et al., 2016; Khaled et al., 2020; Guilavogui et al., 2022). Este parasito también esta
presente en paises europeos de renta media y alta, aunque las cifras de prevalencia son
considerablemente inferiores, como en Dinamarca (5,6 %), Francia (13,7-23,1 %), Republica
Checa (24 %) y Espaia (13 %) (Stensvold et al., 2011; El Safadi et al., 2016; Lhotska et al., 2020;
Muadica et al., 2020).

En el presente estudio se ha comprobado que la infeccidn por Blastocystis sp. no esta
asociada con los grupos de edad (nifios vs adultos) ni con el sexo, aunque los casos fueron
significativamente mas jévenes que los controles cuando se considerd la edad como variable
cuantitativa. Muchos estudios en diferentes partes del mundo han investigado la posible
relacidn entre infeccidn por Blastocystis sp. y el sexo del hospedador y la mayoria de ellos no
han encontrado una asociacion estadistica (Abu-Madi et al., 2017; Seyer et al., 2017; Lhotska et
al.,, 2020), aunque algunos estudios han demostrado una mayor prevalencia en mujeres
(Messaad et al., 2014) y otros en hombres, probablemente por sus actividades al aire libre que
pudiera explicar la mayor prevalencia (Abdulsalam et al., 2013b). De igual forma, existen
resultados contradictorios en cuanto a la asociacidn con la edad del individuo. Algunos estudios
no encontraron una relacién significativa (AbuOdeh et al., 2016; Seyer et al., 2017; Deng et al.,
2020), pero otros informaron una mayor tasa de infeccion por Blastocystis sp. en los adultos
mas jovenes (El Safadi et al., 2016; Hidalgo et al., 2019), adultos mayores de 18 afios (Abdulsalam
et al., 2013b) o incluso mayores de 60 afios (Li et al., 2007a); No obstante, otros estudios han
documentado que los pacientes menores de 30 afios o los niflos de 5 a 15 afios tienen un mayor
riesgo de infeccidn por Blastocystis sp. (Paulos et al., 2018; Guilavogui et al., 2022). En definitiva,
se puede concluir que no existe consenso en la posible asociacién entre presencia de este

microorganismo y variables como la edad y sexo.

Nuestros resultados revelan una diferencia altamente significativa con respecto al IMC,
siendo los individuos con bajo peso significativamente mas comunes entre los casos que en los
controles. Este hallazgo es coherente con estudios anteriores que concluyen una correlacién
positiva entre IMC bajo e infeccidn por Blastocystis sp., una observacion que se ha relacionado
con un posible efecto negativo del protista sobre la ingesta dietética y el metabolismo
energético (Andersen and Stensvold, 2016; Beghini et al., 2017; Mirjalali et al., 2020). Asimismo,
Malatyali et al., (2021) realizaron un estudio transversal y encontraron una asociacién inversa
entre la infeccidn por Blastocystis sp. y la obesidad. Este posible impacto negativo en el peso del
hospedador podria ser relevante si se tiene en cuenta que algunos individuos pueden

permanecen infectados durante periodos de hasta 10 afios (Scanlan et al., 2014).
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Otro factor potencial que determina la transmision de patdgenos es la inmunidad del
hospedador, ya que es bien conocido que los pacientes con inmunidad baja son particularmente
receptivos a las infecciones oportunistas (Klastersky y Aoun, 2004). Blastocystis sp. infecta tanto
a individuos inmunocompetentes como inmunocomprometidos, pero su posible papel
patégeno u oportunista aun no ha sido claramente definido. Revisiones sistematicas vy
metaanalisis recientes han estimado que la tasa de prevalencia global de este protista en
pacientes inmunocomprometidos es de alrededor del 10% (Khorshidvand et al., 2021) y los
estudios de casos y controles han demostrado que los estados de inmunodepresién, como los
padecidos por enfermos de cancer o los sometidos a trasplante de érganos o hemodialisis estan
asociados con mayores probabilidades de infeccion (A. M. Mohamed et al., 2017). Por el
contrario, algunos estudios sefialan una prevalencia similar o incluso menor en pacientes

inmunodeficientes en comparacién con los controles (Hidalgo et al., 2019).

En el presente estudio, los tratamientos inmunosupresores con quimioterapia,
anticuerpos monoclonales o farmacos antirretrovirales fueron mas frecuentes en los casos que
en los controles, lo que podria respaldar la hipdtesis de que Blastocystis sp. es un organismo
oportunista. Sin embargo, cabe destacar que el tratamiento con corticoides fue mucho mas
frecuente en controles que en los casos (28,9% frente a 0,9%), y que el uso de estos farmacos
protege significativamente frente a esta parasitacion, de acuerdo con los resultados obtenidos
por regresion logistica binaria. Se desconoce la explicacion de este hallazgo; de hecho, un
estudio reciente en pacientes con enfermedad intestinal inflamatoria no mostré una asociacion

clara entre la presencia de Blastocystis sp. y el uso de corticoides (Azimirad et al., 2021).

Nuestros resultados indican que la diabetes tipo 2 fue significativamente mas frecuente
en los casos y que esta enfermedad metabdlica también fue un factor significativo en el andlisis
de regresion logistica binaria. Estudios previos sefialan una mayor frecuencia de protozoosis y
helmintosis en pacientes con diabetes tipo 2 en comparacion con los afectados por diabetes tipo
1 (Machado et al., 2018). La mayoria de los estudios también indican que los pacientes con
diabetes mellitus tienen un mayor riesgo de infeccién por Blastocystis sp., lo que se ha
relacionado con un sistema inmunitario debilitado (Popruk et al., 2020). De hecho, segin un
estudio realizado en Egipto, la presencia de diabetes mellitus incrementa el riesgo de infeccion
por Blastocystis sp. hasta mas de 9 veces en pacientes con sindrome de intestino irritable (Sll)
(Ibrahim et al., 2020), aunque estudios previos en Espafia no encontraron correlacién entre
estos factores (Hidalgo et al., 2019). Por el contrario, nuestros hallazgos no respaldan una

asociacién entre infeccidn por Blastocystis y Sll, sindrome que fue incluso mas comun entre los
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controles que entre los casos. La implicacién de Blastocystis sp. En el desarrollo del SlI esta
todavia en duda, aunque algunos estudios han indicado una asociacién positiva y sugieren que
el diagnéstico de este protista deberia incluirse en el protocolo clinico de pacientes con Sll

(Rostami et al., 2017).

La razdn de probabilidades (odds ratio u OR en inglés) para variables como la presencia
de halitosis, bacterias patdgenas y eosinofilia relativa muestra valores muy elevados y confirma
gue todas ellas estan asociadas con la infeccidn por Blastocystis sp. No obstante, los amplios
intervalos de confianza obtenidos sugieren que estos valores de OR pueden estar
sobreestimados, debido a las bajas frecuencias de estos resultados en toda la muestra de casos

y controles.

En nuestro estudio también se observa una estrecha asociacién entre eosinofilia relativa
e infeccion por Blastocystis sp. Cabe destacar que la eosinofilia suele estar asociada a las
infecciones por helmintos, especialmente coincidiendo con la migracion de las larvas a través de
los tejidos, y por ello se describen altas tasas de eosinofilia entre los viajeros/inmigrantes
procedentes de paises con recursos limitados y de zonas tropicales, que son los mas propensos
a adquirir estas infestaciones. En la practica clinica, el manejo de pacientes con niveles elevados
de eosinofilia dependera de sus antecedentes de viaje, de sus condiciones médicas y de los
signos y sintomas clinicos apreciados, si bien siempre se deben considerar posibles helmintosis
al plantear el diagnéstico diferencial en pacientes procedentes de zonas tropicales (Carranza-
Rodriguez et al.,, 2008). Sin embargo, la mayoria de autores no relaciona la presencia de
eosinofilia con las infecciones por protozoos y son muy pocos los estudios que la asocian con la
parasitacion por Blastocystis sp., aunque los hallazgos del presente trabajo claramente
evidencian que los pacientes con eosinofilia relativa tienen mas probabilidades de estar

infectados (Sheehan et al., 1986; O’Connell and Nutman, 2015).

Un factor que se considera decisivo en la presencia y patogenicidad de Blastocystis sp.
es la composicion de la microbiota intestinal, hasta el punto de sugerir que la alteracion del
entorno intestinal que producen los patdgenos estaria implicada en su patogenicidad
(Wawrzyniak et al., 2013). En nifios sanos, Kodio et al., (2019) concluyeron que la colonizacién
de Blastocystis sp. se asocia con una mayor diversidad de comunidades bacterianas en el
intestino, pero no se asocia con la presencia de bacterias potencialmente patdgenas. Dado que

una mayor diversidad bacteriana se asocia cominmente con la salud y una menor incidencia de
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enfermedades inflamatorias, se ha sugerido que la colonizacidn de Blastocystis se asocia con un

microbioma intestinal saludable (Deng et al., 2021).

El analisis de agrupamientos en el presente estudio revela que este protista es con
diferencia el parasito intestinal mas frecuentemente detectado, no observiandose otros
protozoos o helmintos entéricos en la mayoria de los pacientes infectados; sin embargo, las co-
infecciones con bacterias patdgenas o parasitos entéricos fueron mucho mas frecuentes entre
los casos que entre los controles, lo que sugiere que estarian asociadas a la presencia de
Blastocystis sp. Numerosos estudios sefialan co-infecciones entre Blastocystis sp. y bacterias u
otros parasitos (Salvador et al., 2016; Dacal et al., 2018; Salazar-Sanchez et al., 2021). Nuestros
hallazgos contrastan con las observaciones de Hidalgo et al., (2019) quienes sugieren que la
presencia de otros parasitos disminuye significativamente el riesgo de deteccién positiva de
Blastocystis sp., aunque los mismos autores indicaron un posible sesgo en sus resultados, ya que

sélo incluyeron pacientes con muestras remitidas para diagndstico parasitoldgico.

El caracter patdogeno o comensal de Blastocystis sp. en el intestino humano continlda
siendo un aspecto controvertido. Algunos estudios en individuos sanos con muestras aleatorias
han demostrado una elevada presencia de Blastocystis sp. y una colonizacién mantenida del
intestino, pero otros lo han implicado en el origen de enfermedades, como la enfermedad
inflamatoria intestinal (Ell), el sindrome del intestino irritable (Sll) e incluso trastornos cutaneos.
Los sintomas intestinales mas comunes atribuidos a la infeccién por Blastocystis sp. son diarrea
y dolor abdominal, asi como sintomas inespecificos, como nauseas, vomitos, fatiga y flatulencia
(Stensvold et al., 2009; El Safadi et al., 2016; Beghini et al., 2017; Khorshidvand et al., 2021). No
obstante, otros estudios no encontraron una asociaciéon significativa entre la infeccion por
Blastocystis sp. y la presencia de sintomas gastrointestinales (Leder et al., 2005; Robles-Cabrera

et al., 2021).

Nuestros resultados apuntarian a un papel potencialmente patdgeno de este protista,
ya que la mayoria de los sintomas referidos por los pacientes infectados fueron
significativamente mdas comunes en los casos que en los controles, incluyendo nduseas,
aerofagia, urticaria, picor anal y dispepsia; analogamente, la presencia de dolor abdominal,
anorexia y halitosis incrementaria la probabilidad de padecer una infeccion por Blastocystis
segun este trabajo. Por el contrario, otros sintomas como diarrea y fiebre fueron mas frecuentes
en el grupo control, con diferencias estadisticamente significativas en el caso de la fiebre. La

ausencia de pacientes control carentes de sintomas gastrointestinales constituye una limitacién
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del presente trabajo y no permite obtener conclusiones definitivas sobre el poder patdgeno
potencial de Blastocystis sp. El origen de esta circunstancia reside en las caracteristicas de
nuestro Sistema Nacional de Salud, donde Unicamente se analizaron muestras de pacientes que
habian acudido a la consulta médica por la presencia de algunos de los sintomas anteriormente

mencionados.

Conviene recordar que en la practica clinica diaria en paises desarrollados se tiene la
falsa percepcion que las parasitosis se han erradicado tanto en adultos como en nifios, por lo
gue no se incluyen en los diagndsticos diferenciales primarios de pacientes con sintomas
gastrointestinales agudos o crdnicos. A menudo, no se descartan estas enfermedades olvidando
qgue pueden estar en el origen de cuadros de anemia crénica, desnutricién, malabsorcion,
retraso del crecimiento, deterioro cognitivo y retraso del crecimiento (Oliveira et al., 2015;
Berkman et al., 2002). Ademas, se sabe que el poliparasitismo exacerba los sintomas en los
pacientes infectados. Sin embargo, a pesar de su impacto socioeconémico y en Salud Publica, la
epidemiologia de las enfermedades parasitarias y las co-infecciones sigue siendo poco conocida

en muchas regiones del mundo (Wang et al., 2016).

En conclusidn, los resultados de la epidemiologia clinica revelan una elevada prevalencia
de infeccion por Blastocystis sp. en individuos con sintomas gastrointestinales en nuestra zona
geografica, siendo destacable la ausencia de parasitos en la mayoria de los pacientes infectados.
La probabilidad de estar infectado por Blastocystis sp. aumentd significativamente en los
individuos de bajo peso y en los procedentes de América Central y del Sur, y especialmente de
Africa. Asimismo, se pudo constatar que la presencia de eosinofilia relativa y determinados
sintomas gastrointestinales estan asociados con la infeccidn por Blastocystis sp., especialmente
dolor abdominal, anorexia y halitosis, circunstancia que no se observa en otros sintomas como
diarrea o fiebre. Las co-infecciones con bacterias patdgenas también se relacionaron con la
presencia de Blastocystis sp. Una mayor proporcidn de pacientes infectados por Blastocystis sp.
tenia diabetes de tipo 2 y recibia determinados tratamientos inmunosupresores, como
guimioterapia, anticuerpos monoclonales o farmacos antirretrovirales, lo que sugiere el papel
de Blastocystis sp. como organismo oportunista. Finalmente, cabe destacar que este es el primer
estudio de casos y controles de Blastocystis sp. en humanos en el drea sanitaria 3 de Zaragoza-

Espaia.
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10.2. Epidemiologia molecular

La distribucion de subtipos de Blastocystis sp. presenta variaciones en funcién de los
paises y continentes (Stensvold et al., 2009a). En este trabajo de investigacion se ha realizado
una revision de la bibliografia cientifica sobre los estudios moleculares realizados durante el
presente milenio, para identificar las variantes de Blastocystis sp. que infectan a humanos en
todo el mundo y los hallazgos se recogen en el Anexo 8. Cabe destacar que no en todos ellos se
ha utilizado la misma metodologia, por lo que los resultados no son siempre directamente
comparables. Esta circunstancia no es ajena a las investigaciones realizadas en nuestro pais
entre 2009 y 2023, donde la distribucidn de subtipos identificados se indica en |la Tabla 5 y Anexo
9. En todos ellos, con excepcidn del estudio realizado en Leganés, se subtiparon entre 26 y 51
muestras, cifra considerablemente inferior a la analizada en el presente trabajo (Dominguez-
Marquez et al., 2009; Paulos et al., 2018; Muadica et al., 2020; Hernandez-Castro et al., 2023).
En cualquier caso, se debe tener en cuenta que el protocolo utilizado por nosotros, propuesto
por Santin et al. (2011) y basado en la amplificacion por PCR de un fragmento (479) pb del gen

SSU-rRNA de Blastocystis, ha sido ampliamente utilizado en la literatura especializada.

En el Anexo 8 se evidencia que la mayoria de infecciones humanas en todo el mundo
son atribuibles al subtipo ST3. Esta variante es claramente mayoritaria segin estudios en
Alemania, Reino Unido, Dinamarca, Grecia, Francia, Italia, Suecia, Paises Bajos o Polonia (B6hm-
Gloning et al., 1997; Clark, 1997; Stensvold et al., 2006; Menounos et al., 2008; Souppart et al.,
2009; Meloni et al., 2011; Forsell et al., 2012; Bart et al., 2013; Rudzinska et al., 2019). Asimismo,
es la variante mas prevalente en la mayoria de paises de América, Asia o Africa donde se han
realizado estudios moleculares, aunque las diferencias con otras variantes (ST1) no son tan

evidentes en Australia.

Sin embargo, la superior prevalencia del subtipo ST3 de Blastocystis no es tan evidente
en los estudios realizados en Espafia. De hecho, dicho subtipo no fue identificado en un estudio
realizado en Valencia sobre individuos sintomaticos, incluyendo nifios y adultos y mientras que
fue la segunda variante mas frecuente en Alava, segin un estudio molecular realizado sobre
mascotas (perros y gatos) y sus duefios, incluyendo nifos y adultos asintomaticos (Dominguez-
Marquez et al., 2009; Paulos et al., 2018). Este subtipo fue incluso menos frecuente en dos
investigaciones realizadas en la comunidad de Madrid, concretamente en los municipios de

Leganés y Majadahonda, donde ST3 se sitUa en el tercer puesto por orden de frecuencia
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(Muadica et al., 2020; Hernandez-Castro et al., 2023). En el presente estudio, realizado en una
zona geografica ubicada en el noreste de Espafia, la variante ST3 se incluyd entre las mas
prevalentes, con un porcentaje similar al de pacientes infectados por ST2. Esta misma situacién
se repite en las otras dos variantes minoritarias (ST1 y ST4) que fueron identificadas en el mismo

numero de individuos.

Tal como se ha mencionado anteriormente, el subtipo ST2 fue identificado en el mismo
numero de individuos que ST3 en el presente trabajo, hallazgo que marca una importante
diferencia con respecto a otros estudios. En Europa, Unicamente un estudio realizado en 2008
en Irlanda (Scanlan y Marchesi, 2008) sefiala esta variante como el mas prevalente, mientras
gue en otros paises (Alemania, Reino Unido, Grecia, Francia, Dinamarca, Suecia) lo sitian como
tercero o cuarto por orden de frecuencia (Bohm-Gloning et al., 1997; Clark, 1997; Stensvold et
al., 2006; Menounos et al., 2008; Souppart et al., 2009; Meloni et al., 2011; Forsell et al., 2012;
Bart et al., 2013; Rudziriska et al., 2019).Por el contrario, ST2 se encuentra entre los mas
prevalentes, junto con ST1, en paises de clima calido, como Senegal, Libano, Arabia Saudita o
Bolivia, lo que indicaria una cierta adaptacion a estos ambientes (Scanlan y Marchesi, 2008; El
Safadietal., 2013; Ramirez et al., 2016; A. M. Mohamed et al., 2017; Paulos et al., 2018; Muadica
et al., 2020; Khaled et al., 2021). No obstante, investigadores como Jiménez et al., (2019)
evidencian que la mayor frecuencia de ambas variantes en América del Sur estaria relacionada
con los altos indices de pobreza, saneamiento inadecuado, conflictos civiles internos, alta
biodiversidad y falta de agua potable, condiciones que en definitiva facilitan la transmisién

Blastocystis sp.

Los pacientes pediatricos podrian ser el factor comun que explica la alta frecuencia de
ST2 en nuestro pais. Segun el trabajo realizado en Alava por Paulos et al., (2018) fueron los nifios
de edades comprendidas entre 5y 15 afios los mayormente infectados por este subtipo, hallazgo
semejante al observado en Leganés, donde se analizaron nifios en edad escolar asintomaticos y
menores de 14 afos, o el trabajo llevado a cabo en Majadahonda, donde se investigaron nifos
de 4 a 42 meses que acudian a guarderias publicas, siendo destacable el hecho de que la practica
totalidad de positivos a Blastocystis (25/26) no padecian diarrea ni otros sintomas
gastrointestinales y de nuevo fue el subtipo ST2 el mas prevalente (Muadica et al., 2020;
Hernandez-Castro et al., 2023). En nuestro estudio, mds del 60% de los pacientes infectados por
el ST2 (37/59) fueron nifios menores de 16 afios afectados por alglin sintoma gastrointestinal
como dolor abdominal o diarrea. El subtipo ST2 fue por el contrario claramente minoritario en

Valencia, donde la mayoria de los individuos analizados eran adultos (Dominguez-Marquez et
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al., 2009). Estos hallazgos sugieren que la transmision de esta variante podria ser a través de un
ciclo de transmisién humana a través de la via fecal-oral tipica de menores en edad escolar (El

Safadi et al., 2014).

El subtipo ST4 fue identificado en algo mas del 15% de los pacientes por lo que se puede
considerar una variante minoritaria en la zona de estudio. En Europa, Unicamente algunos
estudios en Dinamarca y Francia lo sitian como el mas prevalente, mientras que otros estudios
en estos mismos paises o Reino Unido y Suecia lo identifican como el segundo mas prevalente
(Stensvold et al., 2006; Scicluna et al., 2006; Poirier et al., 2011; Forsell et al., 2012). No obstante,
su presencia parece estar limitada a los paises templados de Europa, con excepcién de algunos
estudios en Japdn (Kaneda et al., 2001), Malasia (Noradilah et al., 2017a) y China (Li et al.,
2007b), mientras que seria muy poco frecuente en otros continentes, siendo numerosas las
investigaciones en paises de Latinoamérica, Asia o Africa donde esta variante ni siquiera se

detecta.

En Espaiia, la elevada frecuencia de ST4 se evidencia en el trabajo realizado en Valencia,
donde mas del 94% de los pacientes infectados por Blastocystis sp. albergaban este subtipo. Es
importante mencionar que la mayoria de pacientes en este caso tenian diarrea aguda,
circunstancia que coincide con las observaciones de un estudio danés donde el 74 % de los
pacientes con diarrea aguda infectados con Blastocystis presentaron ST4 (Stensvold et al.,
2011a). Esta variante fue sin embargo claramente minoritaria en los estudios de Alava o
Leganés, mientras que se situa en segundo lugar por orden de frecuencia en Majadahonda
(Dominguez-Marquez et al., 2009; Paulos et al., 2018; Muadica et al., 2020; Hernandez-Castro
et al., 2023). Analogamente, la frecuencia relativa de ST4 parece superar la del ST1 y ST3 en

pacientes con diarrea en entornos hospitalarios en Espana (Koster et al., 2019).

Cabe destacar que ST4 es raro en aquellos estudios donde ST1 es el mas frecuente y
especialmente en paises subtropicales y/o con poblaciones mayoritariamente musulmanas, lo
gue pudiera indicar que los estilos de vida y cierta alimentacion podrian estar mas vinculadas
con la distribucién de variantes de este parasito (Motazedian et al., 2008; Eroglu et al., 2009).
Algunos autores sugieren que ST4 podria ser mas patogeno que otros subtipos de Blastocystis
sp. Segun Stensvold (2012), esta mayor virulencia podria deberse a que la infeccion en humanos
procede del contacto con roedores silvestres infectados por este subtipo, lo que supone un

evento evolutivo importante derivado de una menor adaptacion de los humanos a esta variante.
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No obstante, estas consideraciones deben tomarse con precaucidn ya que otras investigaciones
no han demostrado una mayor patogenicidad de ST4 (Meloni et al., 2011; Seyer et al., 2017).
Otros grupos de investigacion han propuesto un vinculo entre ST1 vy la etiologia del sindrome de
intestino irritable (Fouad et al., 2011), o entre ST3 y trastornos gastrointestinales, incluida la

diarrea (Tan et al., 2008).

Al igual que se ha sefialado anteriormente para ST4, la prevalencia del subtipo ST1 en
este estudio fue ligeramente superior al 15%, por lo que también podria considerarse como una
variante minoritaria en la zona de estudio. Su presencia en otros paises europeos tampoco se
puede considerar predominante, aunque algunos estudios en Alemania, Grecia, Francia,
Dinamarca o Italia lo sefialan como el segundo subtipo mas frecuente (Bohm-Gloning et al.,
1997; Menounos et al., 2008; Souppart et al., 2009; Rene et al., 2009; Gabrielli et al., 2020). La
situacidn es diferente en otros continentes, ya que ST1 fue el subtipo mas comun en Colombia,
Brasil, Libia, Nigeria, Tanzania, Irdn, Turquia, Arabia Saudita, Filipinas o Australia (Rivera and Tan,
2005; Eroglu et al., 2009; Malheiros et al., 2011; Santin et al., 2011; Nagel et al., 2012; Alfellani
et al., 2013c; Wakid et al., 2022). El caracter minoritario de este subtipo también se refleja en
los otros estudios realizados en nuestro pais, con excepcién de Leganés donde es el segundo

mas frecuentemente identificado (Muadica et al., 2020).

Un analisis conjunto de estos datos revela que la distribucién de subtipos de Blastocystis
en la poblacion del area de Salud 3 de Zaragoza presenta importantes variaciones con respecto
a otras zonas geograficas, incluyendo nuestro propio pais. Esto podria deberse a que un
porcentaje mayoritario de los pacientes analizados (42%) eran inmigrantes residentes pero
procedentes de diferentes continentes, por lo que diversos factores considerados de riesgo en
los paises de origen, como potabilizacion del agua de bebida, contacto con el ganado o con otras
personas que sufrian episodios de diarrea, mostrarian una realidad muy diferente a las
conclusiones de otros estudios llevados a cabo en Espafia. Se podria incluso pensar que parte
de estos pacientes eran ya portadores de cepas de Blastocystis sp. antes de su llegada a Espafia,
presentando por tanto las variantes mas frecuentes en sus respectivos paises de origen. Estos
hallazgos también demuestran la importancia de los estudios moleculares para conocer la
diversidad genética de Blastocystis sp. a nivel global. En este sentido, existen importantes
lagunas sobre su variabilidad genética en paises de Centro y Sudamérica, Africa, Medio oriente

y Asia.

136



Discusidn

Otro aspecto relevante que se deriva del presente trabajo son las infecciones mixtas por
diferentes subtipos de Blastocystis sp. en un mismo hospedador, hallazgo que segln se describe
en el Anexo 8 evidencian diversos estudios en todo el mundo, aunque ninguno de los trabajos
espanoles previos informa de la presencia de estas co-infecciones (Dominguez-Marquez et al.,
2009; Paulos et al., 2018; Muadica et al., 2020; Hernandez-Castro et al., 2023). Un estudio
realizado en Francia investigd explicitamente infecciones mixtas de Blastocystis en humanos
mediante clonacion de productos de PCR. La técnica permitid identificar tres subtipos en un
mismo hospedador (ST2, ST3 y ST4), aunque su aplicacidén con grandes cohortes de individuos

esta limitada por su laboriosidad y coste prohibitivo (Meloni et al., 2012).

Ademas de la técnica anterior, han sido varios los protocolos utilizados para la deteccidon
de infecciones mixtas durante las Ultimas décadas, generalmente partiendo de ADN extraido de
cultivos in vitro o directamente de materia fecal. Tal como se ha realizado en el presente trabajo,
en muchos estudios se ha empleado la secuenciacién por Sanger de productos del gen 18S rRNA
amplificados por PCR con cebadores universales y/o especificos de Blastocystis, siendo la
presencia de picos solapados en el cromatograma lo que evidencia una infecciéon mixta (Scicluna
et al., 2006; Stensvold, 2013b). Dado que la técnica de PCR suele amplificar preferentemente el
ADN del subtipo mas abundante en la mezcla, sélo cuando ambos subtipos se encuentran en
similar concentracién se amplificarian con similar eficacia y por tanto proporcionan picos dobles

en el cromatograma (Maloney et al., 2019).

Otras técnicas han utilizado cebadores especificos de subtipo para identificar co-
infecciones, aunque estudios recientes indican que dan resultados inconsistentes (Scanlan,
2012; Stensvold, 2013a). Scanlan et al., (2015) propusieron un novedoso protocolo con esta
técnica que detectd un 22% (11/50) de infecciones mixtas que no habian sido identificadas con
los métodos convencionales (Scanlan et al., 2014). Diez de los pacientes albergaban infecciones

dobles y un paciente una co-infeccién por tres subtipos.

Las modernas técnicas de secuenciacion de nueva generacion (en inglés “Next-
Generation Sequencing”) también han sido utilizadas recientemente para identificar infecciones
mixtas por Blastocystis spp., permitiendo ademads cuantificar de forma fiable la proporcién de
copias de cada una de las variantes presentes en la muestra, incluso si se encuentran en muy
baja proporcién (hasta el 5%). Esta técnica usa plataformas miniaturizadas y paralelizadas para
secuenciar de 1 millén a 43 mil millones de lecturas cortas (50 a 400 bases cada uno) por cada

operacion del instrumento, con lo cual pueden identificar infecciones mixtas de Blastocystis con
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mayor precisidon. Su uso estd limitado por el alto coste y requerimiento de personal altamente
cualificado, aunque proporciona informacién mas precisa sobre las infecciones mixtas que
permitira resolver muchas hipétesis sobre Blastocystis en el campo de la investigacion (Maloney

et al., 2019b).

La mayoria de estudios que detectan infecciones mixtas lo describen como un hallazgo
ocasional, aunque teniendo en cuenta la ubicuidad de Blastocystis sp. es muy probable que su
frecuencia sea muy superior a lo que se indica en las publicaciones debido a las limitaciones de
las técnicas utilizadas para su deteccidn. En un meta-analisis de la distribucidn de variantes de
Blastocystis en humanos se encontré que menos de la mitad de publicaciones (24/55)
informaban de infecciones mixtas, cuya prevalencia se cifra en torno al 6% (Alfellani et al.,
2013c). Este dato coincide casi plenamente con los hallazgos del actual trabajo, ya que en
nuestro caso las identificamos en 11 de las 173 muestras subtipadas (6,3%) por la presencia de

picos dobles en el cromatograma, de las cuales cuatro corresponden a ST1 y siete a ST2.

En este sentido, un hallazgo a tener en cuenta en nuestro estudio es la deteccion de
distintos subtipos en muestras repetidas del mismo paciente (Tabla 15). Esta circunstancia se
evidencio en 4 individuos, habiendo transcurrido un lapso de entre 1y 9 dias de diferencia entre
la primera y la ultima muestra. Teniendo en cuenta que la PCR amplifica preferencialmente el
subtipo mas abundante, no se puede saber con certeza si en ellos ya coexistian los diferentes
subtipos desde la primera muestra y no fueron correctamente detectados por limitaciones
técnicas. De hecho, en uno de los pacientes se analizaron 3 muestras y el subtipo identificado
en la primera y Ultima fue el mismo. Otra alternativa que podria explicar este hallazgo es que
los pacientes se reinfectaran con otra cepa, algo no obstante dificil de justificar en uno de ellos
donde Unicamente transcurrié 1 dia entre la primera y ultima muestra. Dos de estos cuatro
pacientes eran inmigrantes, ambos nifos y procedentes de Ucrania y Gambia, respectivamente.
Por otra parte, destaca que en tres de estos individuos se identificé el subtipo ST1, minoritario
en nuestro caso, pero que segun Scanlan et al., (2015) suele estar presente en infecciones

mixtas.

En los Anexos 4 a 7 se recoge la comparacion de secuencias de Blastocystis sp. de los
distintos subtipos identificados en este estudio y otras secuencias depositadas en GenBank®,
tanto de origen humano como de animales e incluso de origen ambiental, obtenidas en Espaia
y otros paises. El andlisis de las Tablas revela una homologia elevada en muchos casos, siendo

desctacabe que la homologia en muchas de nuestras secuencias fue del 100% con aislados de
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origen animal (Bos taurus, Sus scrofa domesticus), mientras que similitud fue inferior al
comparar con cepas de origen humano, lo cual apoyaria el caracter potencialmente zoonotico

de algunas de estas variantes.

Concretamente, las secuencias del ST1 son muy similares a las de Homo sapiens
distribuidas en Colombia, México, Laos y Masalia (Rojas-Veldzquez et al., 2019; Santin et al.,
2011). También se observé una elevada homologia con secuencias ST1 de animales en EEUU
(ganado vacuno — Bos taurus), Espafia (Iémur dorado —Hapalemur aureus), Alemania (cerdo —
Sus scrofa domesticus) Japon (cerdo — Sus scrofa domesticus, pollo — Gallus gallus y el orangutan
de Borneo — Pongo pygmaeus), China (mono rhesus — Macaco rhesus, cerdo — Sus scrofa
domesticus, oso panda — Ailuropoda melanoleuca y ledn blanco — Phantera leo ) (Arisue et al.,
2003; Abe, 2004; Santin et al., 2011; Maloney et al., 2019). En Filipinas y Polonia se encontraron
secuencias del ST1 similares a las obtenidas en este trabajo, que procedian de aguas residuales

y de agua de laguna, respectivamente (Banaticla and Rivera, 2011) (Anexo 4).

Las secuencias del ST2 del presente estudio también presentaron un alto porcentaje de
similitud con secuencias depositadas en GenBank® de humanos en Colombia, Brasil, México,
Paises Bajos, Dinamarca, Turquia, Libia, Corea del Sur (Stensvold et al., 2007c; Santin et al., 2011;
Abdulsalam et al., 2013a; Bart et al., 2013; Barbosa et al., 2018; Rojas-Velazquez et al., 2019;
Kim et al., 2020; Sarzhanov et al., 2021), asi como diversas especies animales en Alemania (cerdo
— Sus scrofa domesticus), Espafa (zorro rojo — Vulpes vulpes y cercopiteco de cara de buho -
Cercopithecus hamlyni), China (Mono rhesus — Macaca mulata) e Iran (perro — Canis lupus
familiaris) (Calero-Bernal et al., 2020; Mahdavi et al., 2022; Santin et al., 2011; Wylezich et al.,
2019; Zhao et al., 2017). Asimismo, estad depositada en GenBank® la secuencia de un aislado
obtenido de aguas residuales reutilizadas y que es muy similar a una de las de nuestro estudio

(Moreno-Mesonero et al., 2022) (Anexo 5).

Al realizar las comparaciones de las secuencias del ST3 con las almacenadas en
GenBank® se observé que los paises donde se obtienen secuencias similares de origen humano
mas similares fueron México, Colombia, Alemania, Corea del Sur, Filipinas, Malasia, Libia, Egipto,
Turquia (Abdulsalam et al., 2013a; Noradilah et al., 2017b; Rivera, 2008; Santin et al., 2011;
Sarzhanov et al., 2021; Wylezich et al., 2020). También se encuentra una alta homologia con
secuencias de animales en EEUU (ganado vacuno — Bos taurus), Espaia (ganado vacuno — Bos
taurus y cercopiteco de cara de buho — Cercopithecus hamlyni), Irdn (rata comun — Rattus

norvegicus), Malasia (perro — Canis lupus familiaris perro), China (macaco cola de cerdo nortefio
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— Macaca leonina, mono patas — Erythrocebus patas y cebra — Equus zebra), Japdn (macaco
cola de cerdo surefio — Macaca nemestrina) (Abe, 2004; Santin et al., 2011; Noradilah et al.,
2017b; Maloney et al., 2019b; Abarca et al., 2021), asi como secuencias de aguas de rio y lago

en Polonia (Anexo 6).

Finalmente, las secuencias del ST4 que se compararon con las disponibles en GenBank®
revelan una elevada similitud con las de origen humano procedentes de EEUU, Alemania,
Turquia y China (Maloney et al., 2020b; Sarzhanov et al., 2021; Yoshikawa et al., 2004a; Zhang
et al., 2021), siendo ademas destacable la homoldgia con numerosas secuencias de animales
recogidas en EEUU (venado de cola blanca — Odocoileus virginianus), Espaia (zorro rojo — Vulpes
vulpes, lémur de cola anillada — Lemur catta y rata comun — Ratus spp.), Francia (rata de
laboratorio — Rata wistar), Irdn (gato domestico — Felis catus domesticus y perro — Canis lupus
familiaris), Japon (rata marrén de Noruega — Rattus norvegicus y canguro de arbol de
Goodfellow — Dendrolagus goodfellowi ), China (rata de laboratorio — Rata wistar, cisne cantor
— Cygnus cygnus, coipu — Myocastor coypus, 0so — Ailuropoda melanoleuca, mono patas —
Erythrocebus patas, ciervo almizclero alpino — Moschus chrysogaster y cobaya domesticado —
Cavia porcellus), Indonesia (rata de la Polinesia — Rattus exulans), Malasia (perro — Canis lupus
familiaris y cabra — Capra hircus) y Corea del Sur (venado acuatico chino — Hydropotes inermis
argyropus) (Noél et al., 2005; Noradilah et al., 2017b; Katsumata et al., 2018; Calero-Bernal et
al.,, 2020; Maloney et al., 2021a; Koster et al., 2021; Liu et al., 2022) (Anexo 7). Es relevante
sefialar que muchas de las secuencias de ST4 depositadas en GenBank® proceden de diversas
especies de roedores, lo que apoya las afirmaciones de algunos estudios que los consideran
como principales hospedadores de esta variante (Silberman et al., 1996; Yoshikawa et al., 1998;

Noél et al., 2003, 2005).

En Espafia y ademas de los realizados en humanos, son diversos los estudios donde se
analizan aislados de Blastocystis sp. de origen animal o ambiental. Concretamente, un trabajo
con muestras fecales de carnivoros de vida libre en Espafa (Andalucia, Pais Vasco, Castilla y
Ledn, Castilla-La Mancha y Extremadura) identificé varios subtipos de Blastocystis, entre ellos
los ST2 y ST4 obtenidos de Vulpes vulpes altamente similares a las secuencias del presente
estudio (Calero-Bernal et al., 2020). Algo semejante se observa al comparar con variantes ST2
obtenidas de aguas residuales urbanas en Valencia, que fue el subtipo mas frecuente en dicho
estudio (Moreno-Mesonero et al., 2022). También se ha encontrado una similitud alta con

secuencias ST3 de aislados de Blastocystis de ganado vacuno en Alava (Abarca et al., 2021) o
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incluso con secuencias de ST4 de Blastocystis procedentes de Rattus spp. segun un trabajo en

un zooldgico de Cérdoba (Koster et al., 2021).

La elevada homologia entre aislados de Blastocystis sp. obtenidos en regiones
geograficas en ocasiones distantes y procedentes de diversos animales, sugiere que podriamos
estar ante una zoonosis y por tanto nos enfrentamos a un problema de salud publica, ya que el
control poco eficiente del tratamiento de aguas y de animales podria ser fuente de
enfermedades en humanos. Por otra parte, y al igual que sucede con otros muchos
microorganismos, su difusion en todo el mundo se ve facilitada actualmente por la elevada
movilidad que permite desplazarnos a largas distancias en cuestidén de horas, circunstancia que
también explicaria la homologia en ocasiones de hasta 100% entre las secuencias de nuestro

estudio y las obtenidas en paises lejanos.

El estudio también manifiesta la conveniencia de explorar comunidades rurales y
urbanas bajo el concepto de One Health, para determinar si ocurren patrones similares de
transmisidn, y valorar si los diferentes subtipos tienen un comportamiento patégeno o comensal
en diversas especies animales. En pocas palabras, seria un gran avance complementar con
estudios culturomicos y metagendémicos de la microbiota (residentes patégenos y no patégenos
del intestino) ya que contribuirian significativamente a descubrir el verdadero papel de

Blastocystis en la salud y enfermedad intestinal.

Diferentes autores han sefialado que la discriminacién de alelos de Blastocystis puede
proporcionar informacidn util sobre su especificidad del hospedador, distribucion geografica o
manifestaciones clinicas (Alfellani et al., 2013a; Ramirez et al., 2016, 2014; Casero et al., 2015).
En nuestro estudio, el nimero de alelos obtenidos dentro de cada subtipo fue reducido. La
mayor diversidad la observamos en ST1, del que se identificaron tres alelos (2, 4 y 88), cifra
semejante a la descrita por otros autores (Tabla 21). La mayor parte de publicaciones en Europa
describen el alelo 4, mientras que el 88 no se habia identificado previamente en humanos en el
continente europeo, pero si en el Medio Oriente y en América, sobre todo en pacientes
inmunocomprometidos (Candela et al., 2021; Oncii Oner et al., 2022; Rahimi et al., 2022).
Nuestro analisis encuentra ademas diferencias altamente significativas para el alelo 88 al

comparar con pacientes procedentes de Asia.

En el ST2 se identificaron dos alelos (9 y 13), siendo el primero el mas frecuente (Tabla

22). Estudios realizados por Ramirez et al. mostraron que el alelo 9 era el mas prevalente tanto
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en humanos como en animales en América del Sur (Ramirez et al., 2014, 2016, 2017). En nuestro
pais, el alelo 9 fue también el mas frecuente en nifios que asistian a guarderias (Hernandez-
Castro et al., 2023), pero otros estudios en humanos y animales indican que el alelo
predominante de ST2 es el 12, no identificado por nosotros, e incluso dos de ellos no
encontraron el alelo 9 (Paulos et al., 2018; Muadica et al., 2020; Koster et al., 2021). En nuestro
caso, de las quince secuencias que presentaron el alelo 9, mas de la tercera parte (7/15) eran de
personas procedentes de Africa (n: 5) y América (n: 2), lo que podria explicar su alta frecuencia
en este trabajo y no en otras zonas de nuestro pais. Ademas, el alelo 9 se ha observado en
estudios en perros y ratas lo que sugeriria una posible transmisidon zoonética (Ramirez et al.,

2014; Mohammadpour et al., 2020).

En el subtipo ST3 observamos dos alelos (34 y 36) con claro predominio del primero de
ellos, que es también el mas frecuente en la poblacion europea (Tabla 23) (Oliveira-Arbex et al.,
2018; Paulos et al., 2018; Muadica et al., 2020; Koster et al., 2021). El alelo 36 es sin embargo
predominante en nifios africanos (Muadica et al., 2021), continente donde algunos estudios no
detectan el alelo 34 (Poulsen et al.,, 2016). Nuestros hallazgos también revelan diferencias
significativas en la distribucion de estos alelos segun el origen geografico, siendo predominante
el alelo 34 en personas procedentes de Espafia y el alelo 36 en las procedentes de América. El
alelo 34 también se ha sefialado como dominante en primates no humanos (Alfellani et al.,
2013a) y ganado bovino (Ramirez et al., 2014), lo que sugiere una fuerte probabilidad de

transmision zoondtica.

El ST4 fue el menos variable en este estudio, habiéndose observado un Unico alelo (42)
(Tabla 24), lo que coincide con los hallazgos de otras publicaciones (Muadica et al., 2021, 2020;
Osorio-Pulgarin et al., 2021; Paulos et al., 2018). El subtipo 4 es prevalente en roedores y el alelo
42 también ha sido detectado en gatos callejeros, lo que de nuevo sugiere que estos animales
podrian ser una fuente de transmisién de Blastocystis a humanos (Mohammadpour et al., 2020;

Can et al., 2021; Barati et al., 2022).

En relacion al andlisis por Neighbor Joining (Figura 17 y Figura 18), la comparacién de
secuencias ST1 y ST2 muestra una alta variabilidad en los arboles filogenéticos, lo que sugiere
que la infeccion por Blastocystis debida a estas cepas es de origen polifilético y pudiera tener
procedencia muy diversa de humanos o animales. También pudiera ocurrir que las infecciones
por estos subtipos sean mas antiguas y hayan tenido un largo proceso evolutivo en el tiempo

(Wibowo et al., 2021). Sin embargo, en el caso del subtipo mas prevalente (ST3) destaca la
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escasa variabilidad, lo que podria explicarse por su mayor grado de infectividad y capacidad de
contagio. Su transmisidn potencialmente zoondtica tampoco se excluye en este caso, aunque

de muy pocos origenes y con un tiempo evolutivo mas corto.

La mayor homogeneidad genética es la apreciada en el ST4, cuya distribucion geografica
estd aparentemente mas restringida, sobre todo en Europa. Esta circunstancia sugiere que su
transmisidn a los humanos es mas reciente que la de otros subtipos; ademas se aprecia que las
secuencias de ST4 de ratas, cobayos, zariglieyas y de la mayoria de seres humanos parecen
genéticamente idénticas, por lo que no parece arriesgado afirmar la transmisién zoondtica de
este subtipo. Los datos respaldan la teoria de que los roedores pueden ser un reservorio de
infecciones humanas por el ST4 de Blastocystis como se menciond previamente (Noél et al.,
2005; Stensvold et al., 2012; Ramirez et al., 2014). Esta circunstancia unida al hecho de que
todos los pacientes en los que se identificd este subtipo son de origen espafiol, y que las dos
secuencias con homologias menores del 100% (1069 y 1418) procedian de pacientes que vivian
en la zona rural de Zaragoza, debe hacernos reflexionar sobre la necesidad de llevar a cabo un
eficiente control de roedores en el entorno urbano, periurbano y rural. En ese sentido, aun
existiendo dudas sobre el caracter patdgeno de Blastocystis sp., es evidente que la aparicidn de
ST4 en muestras humanas es puede ser indicio de posible transmision zoondtica desde los

roedores.

Los resultados de DnaSP mostraron que la diversidad de haplotipos, diversidad de
nucledtidos y niumero de sitios de polimorficos era distinta entre los subtipos (Tabla 25). Como
se menciond previamente, el andlisis molecular realizado revelé que la mayor diversidad de
haplotipos y de sitios polimdrficos se encontré en el ST1 y la menor diversidad de haplotipos y
sitios polimarficos en el ST4. Ademas, se evidencid que la homologia de secuencias fue mas alta

en el ST4 y baja en el ST1 lo que coincide con los resultados de la diversidad genética.

Rezaei Riabi et al., (2018) hallaron que la diversidad de haplotipos mas alta y mas baja
se observé en ST2 (Hd: 0,934) y ST1 (Hd: 0,564), respectivamente. Sin embargo, Wakid et
al.,(2022) confirmaron que el ST1 tenia mayores variaciones genéticas que ST3, con mayor
diversidad de haplotipos y mayor nimero de sitios polimérficos, lo cual coincide con nuestros
resultados. En el presente trabajo también se observa que la mayor diversidad de nucledtidos
la encontramos en el subtipo ST2 (r: 0.03945), variable que otros autores asignan al ST3 (Rezaei
Riabi et al., 2018; Delshad et al., 2020). En conjunto, estos hallazgos ponen de manifiesto el alto

grado de variabilidad del fragmento amplificado del gen SSU-rRNA en estos subtipos en los
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aislados de Blastocystis, dos de los cuales (ST1 y ST2) parecen presentar mayor tiempo de

evolucidn y otros dos (ST3 y ST4) que serian mas recientes en el tiempo.
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Conclusiones

Primera. El diagnéstico microscépico de muestras fecales de pacientes con sintomas
gastrointestinales revela que Blastocystis sp. es el parasito intestinal mas prevalente (9,2%) en
el area sanitaria 3 de Zaragoza, siendo ademas el Unico parasito identificado en la mayoria de

pacientes infectados.

Segunda. La parasitacion por Blastocystis sp. afecta a individuos de todos los grupos de
edad, aunque la probabilidad de estar infectado se incrementa significativamente en los
individuos de bajo peso y en aquéllos procedentes de América Central y del Sur, y especialmente

de Africa.

Tercera. La eosinofilia relativa en sangre periférica y co-infeccién intestinal con bacterias
patégenas estan asociadas positivamente a la infeccion por Blastocystis sp., al igual que
determinados sintomas gastrointestinales (dolor abdominal, anorexia y halitosis), pero no lo

estan la presencia de diarrea, fiebre o procesos como el sindrome de colon irritable.

Cuarta. La presencia de diabetes mellitus tipo 2 o la administracion de determinados
tratamientos inmunosupresores, como quimioterapia, anticuerpos monoclonales o farmacos
antirretrovirales es significativamente mas frecuente entre los pacientes infectados por

Blastocystis sp., lo que apoyaria su papel como microorganismo oportunista.

Quinta. El estudio molecular revela que la distribucién de subtipos de Blastocystis sp.
que infectan a humanos presenta variaciones con respecto a otras zonas geograficas de Espania,
circunstancia que podria relacionarse con el alto porcentaje de inmigrantes residentes en la
poblacién analizada, habiéndose identificado dos subtipos predominantes (ST2-ST3) y dos

minoritarios (ST1-ST4).

Sexta. En algunos pacientes se evidencian infecciones mixtas por distintos subtipos de
Blastocystis sp. mediante la presencia de picos dobles en trazos de los cromatogramas tras

secuenciacién Sanger del gen SSU-rRNA.

Séptima. El analisis de las secuencias de los distintos subtipos ha revelado alelos no
descritos previamente (88 - ST1) y otros comunes con aislados de origen animal (9 - ST2, 34 -
ST3, 42 — ST4), asi como una elevada homologia con aislados de Blastocystis sp. de origen
humano y de diversas especies animales obtenidos en regiones geograficas en ocasiones

distantes, hallazgo que sustentaria el caracter zoonético potencial de este parasito.

146



Conclusiones

Octava. El estudio filogenético mediante analisis por Neighbor Joining evidencia que la
definicidn de alelos de Blastocystis sp. tal como se entiende actualmente no muestra toda la
variabilidad genética del parasito. La mayor variabilidad se observa en los subtipos ST1y ST2 lo
gue sugiere un origen polifilético de estas variantes, indicativo de una procedencia diversa o un
proceso evolutivo mas largo. La mayor homogeneidad se observa en los subtipos ST3 vy
especialmente ST4, lo que indicaria su origen monofilético y por tanto una mas reciente

transmision a los humanos.
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Anexo 1 Dictamen favorable del Comité Etico de Investigacién Clinica de Aragén (CEICA)
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Anexo 2 Autorizacion del jefe de Servicio del Servicio de Microbiologia y Parasitologia y autorizacion
de la direccién médica y de docencia del Hospital Clinico Universitario de Zaragoza
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Anexo 3 Mapa del Sector sanitario 3 de Zaragoza

© Sector Sanitario Zaragoza 3
Tomado de Servicio Aragonés de Salud - Gobierno de Aragoén
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Anexo 4 Comparaciones de las secuencias genéticas obtenidas del ST1 con las secuencias genéticas

almacenadas en la base de datos del GenBank®

Homologia N2secuencia N2 GenBank Pais Origen
100.00 1008 MK244898.1 EEUU Bos taurus
99.74 1008 AB107961.1 Japon Sus scrofa domesticus
99.48 1008 MK874817.1 México Homo sapiens
97.15 1008 HQ641639.1 Espafia Primate - Hapalemur aureus
96.89 1008 OP020687.1 China Macaco Rhesus
100.00 1137 MK801377.1 Alemania Sus scrofa domesticus
100.00 1137 GU992411.1 Filipinas Aguas residuales
99.47 1137 MK244899.1 EEUU Bos taurus
99.47 1137 AB107967.1 Japon Pongo pygmaeus
100.00 1173 MN326610.1 China Sus scrofa domesticus
100.00 1173 HQ641595.1 Colombia Homo sapiens
99.72 1173 MN918264.1 Polonia Agua de la laguna
99.72 1173 KU147338.1 México Homo sapiens
99.72 1173 KX358438.1 Laos Homo sapiens
100.00 1246 ON834472.1 China Ailuropoda melanoleuca
99.17 1246 OMO057402.1 China Panthera leo
98.33 1246 KX108707.1 Malasia Homo sapiens
96.39 1246 AB091240.1 Japon Gallus gallus domesticus
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Anexo 5 Comparaciones de las secuencias genéticas obtenidas del ST2 con las secuencias genéticas

almacenadas en la base de datos del GenBank®

Homologia (%) N2secuencia N2 GenBank Pais Origen
100.00 1035 HQ641599.1 Colombia Homo sapiens
100.00 1035 KF242003.1 Paises Bajos = Homo sapiens
100.00 1035 MW728061.1 Turquia Homo sapiens
99.54 1035 0K599025.1 Espaia Aguas residuales reutilizadas
99.54 1035 MT186221.1 Corea del Sur Homo sapiens
100.00 1055 KY823332.1  China Macaca mulata
100.00 1055 MW?728087.1 Turquia Homo sapiens
99.51 1055 ON287224.1 Irdn Canis lupus familiaris
99.52 1055 MG729833.1 lIrdn Homo sapiens
100.00 1172 MN396290.1 Irdn Homo sapiens
99.70 1172 MW?728082.1 Turquia Homo sapiens
99.41 1172 KX524051.1 Brasil Homo sapiens
99.11 1172 AM?275383.1 Dinamarca Homo sapiens
99.11 1172 MK874815.1 México Homo sapiens
99.11 1172 KX524009.1  Brasil Homo sapiens
99.11 1172 MW728071.1 Turquia Homo sapiens
99.11 1172 HQ641620.1 Colombia Homo sapiens
98.52 1172 MK587496.1 Espafia Vulpes vulpes
98.52 1172 OMO057419.1 China Equus zebra
98.52 1172 HQ641645.1 Espafia Cercopithecus hamlyni
98.22 1172 MK801365.1 Alemania Sus scrofa domesticus
99.78 1198 MW728082.1 Turquia Homo sapiens
99.34 1198 OMO057419.1 China Equus zebra
99.12 1198 ONS834473.1 China Ailuropoda melanoleuca
98.90 1198 MK587496.1 Espafa Vulpes vulpes
98.90 1198 HQ641645.1 Espafia Cercopithecus hamlyni
97.37 1198 KF306292.1 Libia Homo sapiens
100.00 1255 MK801368.1 Alemania Sus scrofa domesticus
99.12 1255 KF242035.1  Paises Bajos  Homo sapiens
98.23 1255 HQ641617.1 Colombia Homo sapiens
97.94 1255 MW728075.1 Turquia Homo sapiens
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Anexo 6 Comparaciones de las secuencias genéticas obtenidas del ST3 con las secuencias genéticas

almacenadas en la base de datos del GenBank®

Homologia (%) N2 secuencia N2 GenBank Pais Origen
100.00 1004 MZ700054.1 México Homo sapiens
100.00 1004 MZ664547.1 Espafia Bos taurus
99.77 1004 MN918263.1  Polonia Agua de rio
99.77 1004 MT903362.1 Corea del Sur  Homo sapiens
99.30 1004 HQ641610.1 Colombia Homo sapiens
100.00 1156 EU445496.1 Filipinas Homo sapiens
99.76 1156 MN918265.1  Polonia Agua de lago
99.51 1156 MN264510.1  Iran Rattus norvegicus
99.27 1156 HQ641610.1 Colombia Homo sapiens
100.00 1135 KY290430.1 Malasia Homo sapiens
99.75 1135 KX234611.1 Malasia Canis lupus familiaris
95.35 1135 HQ641651.1 Espafia Cercopithecus hamlyni
94.65 1135 OMO057426.1  China Macaca leonina
93.95 1135 MN918265.1  Polonia Agua de lago
93.95 1135 MT903380.1 Corea del Sur  Homo sapiens
93.95 1135 MW662481.1  Colombia Uniq24-ST3
100.00 1369 MT089925.1 Egipto Homo sapiens
99.78 1369 OM057422.1 China Erythrocebus patas
98.89 1369 KF306291.1 Libia Homo sapiens
98.89 1369 AB107969.1 Japon Macaca nemestrina
97.78 1369 OMO057419.1 China Equus zebra
97.78 1369 MW728077.1  Turquia Homo sapiens
100.00 1382 HQ641611.1 Colombia Homo sapiens
99.75 1382 MN918261.1  Polonia Agua de rio
99.51 1382 MN914081.1  Alemania Homo sapiens
98.77 1382 MK244903.1 EEUU Bos taurus
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Anexo 7 Comparaciones de las secuencias genéticas obtenidas del ST4 con las secuencias genéticas
almacenadas en la base de datos del GenBank®

Homologia (%) N2secuencia N2 GenBank Pais Origen
100.00 1069 MK244908.1 EEUU Bos taurus
99.75 1069 MT071885.1 China Rata wistar
99.75 1069 AY590114.1 Francia Rata wistar
99.75 1069 MK587493.1 Espafa Vulpes vulpes
99.75 1069 MT898452.1 EEUU Homo sapiens
99.51 1069 ON394480.1 China Cygnus cygnus
99.51 1069 MZ267667.1 EEUU Odocoileus virginianus
99.51 1069 AY244619.1 Alemania Homo sapiens
99.01 1069 MH127500.1  Japdn Rattus novercious
98.77 1069 KX234618.1 Malasia Canis lupus familiaris
98.52 1069 0K235458.1 China Myocastor coypus
97.95 1069 ON834467.1 China Ailuropoda melanoleuca
100.00 1158 MK587493.1 Espafa Vulpes vulpes
100.00 1158 MK244907.1 EEUU Bos taurus
100.00 1158 OMO057428.1  China Erythrocebus patas
100.00 1158 MZ267653.1 EEUU Odocoileus virginianus
100.00 1158 AY590114.1 Francia Rata wistar
99.32 1158 MW728074.1 Turquia Homo sapiens
99.32 1158 MZ613336.1 China Moschus chrysogaster
99.32 1158 MT114835.1 Corea del Sur  Hydropotes inermis argyropus
99.32 1158 AB091251.1 Japon Rattus Norvegicus
98.88 1158 MH127478.1  Indonesia Rattus exulans
98.88 1158 KX234637.1 Malasia Capra aegagrus hircus
98.88 1158 MN264520.1  Irdn Felis catus domesticus
100.00 1288 MK587493.1 Espafna Vulpes vulpes
100.00 1288 MK244908.1 EEUU Bos taurus
100.00 1288 OM865862.1  China Homo sapiens
100.00 1288 OMO057427.1  China Cavia porcellus
100.00 1288 MT898453.1 Espafia Homo sapiens
100.00 1288 EU427516.1 Japén Dendrolagus goodfellowi
99.53 1288 MW581486.1 Espaia Ratus spp.
99.53 1288 MW798739.1 China Homo sapiens
99.53 1288 MH127487.1  Indonesia Rattus exulans
100.00 1418 MK244908.1 EEUU Bos taurus
100.00 1418 MK587493.1 Espafa Vulpes vulpes
100.00 1418 OMO057428.1  China Erythrocebus patas
99.78 1418 MZ267653.1 EEUU Odocoileus virginianus
99.56 1418 ON394480.1 China Cygnus cygnus
99.12 1418 MH127494.1 Japon Rattus novercious
98.69 1418 HQ641652.1 Espafia Primate - Lemur catta
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Anexo 9 Frecuencia de subtipos (%) de Blastocystis sp. identificados en infecciones humanas en

diversos estudios en Espaiia

. < Leganés Majadahonda
Subtipos Valencia® Alava® (Mgdrid)c (IJ\/Iadrid)d Zaragoza®
Frecuencia (%) Frecuencia (%) Frecuencia (%) Frecuencia (%)  Frecuencia (%)

ST1 1(1,9) 7(13,2) 37 (22,8) 1(3,8) 27 (15,61)
ST2 2(3,9) 33(62,3) 59 (36,4) 12 (46,2) 59 (34,1)
ST3 9(17) 35 (21,6) 4 (15,4) 60 (34,68)
ST4 48 (94,2) 4(7,5) 30 (18,5) 9 (34,6) 27 (15,61)

ST8 - - 1(0,7) - -
51 (100) 53 (100) 162 (100) 26 (100) 173 (100)

@ (Dominguez-Marquez et al., 2009); ® Paulos et al., (2018); ¢ Muadica et al., (2020); d (Hernandez-Castro et al.,

2023); epresente estudio
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Anexo 10 Contrato predoctoral financiado por el Gobierno de Aragon
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Anexo 11 Certificado de aceptacion de articulo publicado con el titulo: Prevalence and Associated
Factors of Blastocystis sp. Infection in Patients with Gastrointestinal Symptoms in Spain: A Case-
Control Study
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Anexo 12 Certificado de participacion en el Congreso Europeo de Microbiologia Clinica
Enfermedades infecciosas (European Congress of Clinical Microbiology and Infectious
Diseases: ECCMID 2019)
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Anexo 13 Certificado de aceptacion de paper poster en ECCMID 2019 con el titulo:
Association of clinical epidemiological profile with the parasitic load of Blastocystis spp. in
the north-eastern area of Spain
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Anexo 14 Certificado de aceptacion de poster oral en ECCMID 2019 con el titulo: High
genetic heterogeneity of Blastocystis spp. in the northeastern area of Spain
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Anexo 15 Certificado de aceptacion de poster en la Sociedad Espafiola de Enfermedades
Infecciosas y Microbiologia Clinica (SEIMC 2019) con el titulo: Variabilidad de la
cuantificacion de Blastocystis spp. en muestras fecales de un mismo paciente
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Anexo 16 Certificado de aceptacion de poster en ECCMID 2020 con el titulo: Association
between the Blastocystis spp. load and patient’s socio-demographic and clinical profile in
the north-eastern area of Spain
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Anexo 16 Certificado de aceptacion de poster en ECCMID 2020 con el titulo: Association
between the Blastocystis spp. load and patient’s socio-demographic and clinical profile in
the north-eastern area of Spain
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Anexo 17 Certificado de aceptacion de poster en la Sociedad Espafiola de Enfermedades
Infecciosas y Microbiologia Clinica (SEIMC 2020) con el titulo: Las infecciones mixtas por
Blastocystis, un hallazgo poco frecuente
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Anexo 18 Certificado de aceptacion de poster en la Sociedad Espaiiola de Enfermedades Infecciosas y
Microbiologia Clinica (SEIMC 2020) con el titulo: Subtipos de Blastocystis spp., sintomatologia y
morfologia del parasito
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Anexo 19 Certificado de participacion en la tercera conferencia virtual internacional de
Blastocystis (3™ International Blastocystis virtual conference)
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Anexo 20 Certificado de aceptacion de poster en la tercera conferencia virtual internacional de
Blastocystis con el titulo: Blastocystis spp. subtypes in the north-eastern area of Spain
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