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Blastocystis hominis es el agente etioldgico de la blastocistosis,
una parasitosis intestinal humana muy prevalente, pero de significacion
clinica incierta. Muy poco conocemos sobre su mecanismo de transmision,
su papel como patégeno primario o su ubicacion taxondmica; aspectos que

provocan controversia y que han suscitado gran interés en los ultimos afos.

En la Seccién Departamental de Microbiologia de la Facultad de
Medicina y Odontologia de la Universidad de Valencia, se ha desarrollado
una linea de investigacion sobre B. hominis, en la que se ha profundizado en
aspectos culturales, morfofuncionales, antigénicos, bioquimicos vy
patogénicos. Los resultados de estas investigaciones se presentaron en las
tesis doctorales de Lanuza (1994), Carbajal (1996) y Villar (1997); asi como
en articulos publicados en revistas especializadas, aportando datos
novedosos y abriendo el camino hacia nuevas hipotesis sobre la diversidad

intraespecifica de esta especie.

El objeto de este trabajo es el de obtener nuevos datos sobre las
diferencias genéticas e isoenzimaticas en aislados clinicos de Blastocystis
hominis, y la posible asociacion entre las variantes detectadas y distinta

capacidad patogénica.

1.1. Primeras descripciones

Este organismo es un protozoo intestinal descrito por primera vez
a principios del siglo XX, cuando Alexieff en 1911 realiza la primera
descripcion escrita y dibujada que satisface los requerimientos de
nomenclatura. Describe a Blastocystis como un hongo imperfecto de la clase
de los Adelomicetos, al que denomina Blastocystis enterocola (Zierdt,
1991a). Es Brumpt en 1912, quién trabajaba con material fecal humano, el

que acuna el nombre especifico de B. hominis.

Clasificado durante afos como un hongo, y ocasionalmente
considerado como una célula degenerada o un artefacto, el unico interés en
su identificacion era el de evitar confusiones con Entamoeba histolytica; no

2
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obstante, eventualmente aparecian articulos que lo implicaban en la

produccion de infeccion intestinal (Zierdt, 1991a).

El interés biomédico se produce cuando Zierdt et al. (1967)
retoman su estudio y establecen su naturaleza protozoaria basandose en
caracteristicas culturales, morfolégicas y fisiolégicas; sugiriendo ademas su

posible papel como patégeno primario.

1.2. Taxonomia y afinidades filogenéticas

Aceptada la clasificacion de B. hominis como un protozoo, se
propusieron diversas posibilidades dentro del Reino Protista. Zierdt y Tan
(1976a) consideran que se trata de un esporozoario, pero estudios
posteriores demuestran la presencia de pseudoépodos y division mediante
fision binaria, lo que supone su reclasificacién en el subphylum Sarcodina, y
la creacion del suborden Blastocystina dentro del orden Amoebida (Zierdt,
1988a). La observacion de fision multiple y endodiogenia llevaron a Jiang y
He (1993), a proponer su inclusion entre los Apicomplexa, en el subphylum
Blastocysta, de nueva creacion. Zierdt (1993b) consideraba que B. hominis
mostraba mas caracteristicas propias de los Sarcomastigophora, aunque

coincidia en la necesidad de crear un subphylum independiente.

Boreham y Stenzel (1993a) en una interesante revision, insisten
en la necesidad de ahondar en los estudios moleculares, y asi evitar
clasificaciones basadas unicamente en caracteres morfolégicos. Los
primeros analisis moleculares que trataron de esclarecer la filogenia de B.
hominis, se deben a Johnson et al. (1989) quienes tras analizar parte de la
secuencia del ARN de la subunidad menor ribosomal (ssARNr), y no
encontrar relaciones monofiléticas con ningun eucariota, sugieren que debe
ser considerado como una especie “incertae sedis”; opinion compartida por
otros autores (Hollebeke y Mayberry, 1994). Nakamura et al. (1996),
mediante el analisis de la secuencia aminoacidica del factor de elongacion-
1a (EF-1a), un gen altamente conservado utilizado como marcador

filogenético, confirman que no se trata de un hongo.
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Silberman et al. (1996), tras completar la secuenciacion génica de
la ssARNr, demuestran que este organismo puede ser incluido entre los
Stramenopiles aunque como un miembro inusual, ya que posee mitocondrias
tratandose de un anaerobio estricto, y carece de flagelos, que se piensa
pudo perder secundariamente. Stramenopiles es sindbnimo de Heterokonta,
un grupo heterogéneo que incluye “protistas unicelulares y multicelulares de
metabolismo heterétrofo o fotosintético”. En este estudio se relaciona a B.
hominis con el flagelado Proteromonas, con quién comparte caracteristicas

de su ciclo vital.

De acuerdo a la clasificacion en seis reinos realizada por Cavalier-
Smith en 1998 (citada por Tan et al., 2002) B. hominis es emplazado en la

siguiente adscripcion taxondémica:

Reino Chromista
Subreino Chromobiota
Infrareino Heterokonta o Stramenopiles
Subphylum Opalinata
Clase Blastocystea

Género Blastocystis

Ho et al. (2000), retoman los trabajos de Nakamura et al. (1996) y
comparan la secuencia de nuclettidos del gen del EF-1a de Blastocystis
obtenidos de humanos y de animales, al tiempo que los relacionan con el
EF-1a de otros eucariotas. Sus resultados demostraron divergencias entre
los aislados incluidos en el género Blastocystis; y apuntaban la posibilidad
de que Blastocystis se incluyera en el subphylum Conosa, junto a E.
histolytica. Las diferencias entre los datos obtenidos con la ssARNr respecto
de los del EF-1a, son debidas a que la secuencia de éstos ultimos esta mas
conservada, ya que el ARNr posee una variacion del contenido G+C muy

acusada entre especies.
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Recientemente, Arisue et al. (2002) obtienen un arbol filogenético
mediante la combinacién topoldgica de los arboles obtenidos del analisis de
diferentes moléculas; lo que les permite comparar secuencias de nucleoétidos
con secuencias de aminoacidos. Las moléculas utilizadas fueron: EF-1a, la
secuencia ssARNr, la proteina de shock térmico de 70 kDa (HSP 70), el
factor de elongacion-2 y la subunidad “B” no catalitica de la ATP-asa. El
resultado confirmd la inclusion de Blastocystis en el grupo de los
Stramenopiles, muy cerca de los Alveolata (vgr. Plasmodium falciparum).
Noél et al. (2003), confirman estos resultados, esta vez analizando la
secuencia completa de la ssARNr de aislados de Blastocystis procedentes
de diferentes hospedadores y comparandola con la de otros eucariotas.
Proteromonas lacertae, resultd el eucariota con el que esta mas

estrechamente relacionado.

Para clarificar definitivamente las afinidades filogenéticas de
Blastocystis seran necesarios mas estudios con nuevos genes candidatos y

un mayor numero de aislados.

1.2.1. Diversidad genética criptica

Los ensayos encaminados a analizar la filogenia, han permitido
ademas demostrar la gran diversidad genética existente en este parasito.
Numerosos aislados de B. hominis morfolégicamente similares, han sido
descritos en humanos y en varios animales. Diversos estudios utilizando
SDS-PAGE e inmunoblot (Kukoschke y Muller, 1991; Boreham et al., 1992;
Mdaller, 1994; Lanuza et al. 1999), analisis isoenzimatico (Mansour et al.,
1995; Gericke et al.,1997), cariotipado electroforético (Upcroft et al., 1989;
Ho et al., 1994; Carbajal et al., 1997b), RAPD (Yoshikawa et al., 1996¢ y
1998; Init et al., 1999), RFLP (Béhm-Gloning et al., 1997; Clark, 1997,
Hoevers et al., 2000; Yoshikawa et al., 2000; Kaneda et al., 2001; Ho et al.,
2001) han mostrado una heterogeneidad considerable, tanto genética como
antigénica, entre aislados de B. hominis, lo que sugiere que podemos
encontrarnos ante especies diversas, cepas diferentes, o un complejo de

especies.
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La técnica mas comunmente empleada para la separacion de
cromosomas es la electroforesis en campo pulsado (PFGE); usando este
método, Ho et al. (1994) analizaron cinco aislados en los que encuentran
patrones cariotipicos similares. Carbajal et al. (1997b) describieron una
diversidad significativa en 15 aislados de B. hominis, con los que obtuvieron
11 perfiles mediante PFGE, que se agruparon en tres cariotipos o cluster. La
discrepancia puede deberse al estudio de un numero inferior de muestras en

el primer trabajo.

El analisis del polimorfismo de ADN mediante amplificacion
‘random” (RAPD) o aleatoria, fue la técnica empleada por Yoshikawa et al.
(1996c¢) para distinguir entre aislados, tras analizar el patron de bandas de
una cepa humana (HE87-1), un aislado de pollo y una cepa referencia
ATCC (50177) de B. hominis. El aislado humano y el de pollo resultaron muy
similares entre si, y compartieron bandas con la cepa de referencia,
permitiendo suponer que el aislado de pollo fuera una cepa zoondtica de B.
hominis, o bien que ciertas cepas de B. hominis son infectivas para
hospedadores distintos. A partir de estos datos, Yoshikawa et al. (1998)
desarrollan cebadores diagndsticos especificos de subtipo, capaces de
diferenciar entre variantes genéticas. Init et al. (1999), tras el analisis de 20
aislados mediante la técnica de RAPD, describieron cinco patrones;
corroborando de este modo, la existencia de variacion intraespecifica o
intercepa en B. hominis. Arisue et al. (2003) comparan las secuencias de la
region hipervariable de la ssARNr de aislados de Blastocystis humanos y de
origen animal, previa amplificacion, clonacién y secuenciacion. Destacan que
con la secuenciacién se obtiene mayor divergencia, permitiendo el desarrollo
de nuevos cebadores especificos de grupo que puedan ser utilizados en

diagnostico.

La diversidad genética también se ha demostrado mediante el
analisis de los patrones de RFLP (polimorfismo del tamafio de los
fragmentos de restriccion) obtenidos del gen de la ssARNr y del factor de

elongacion EF-1a. Clark (1997) analizo la secuencia de genes ssARNr de 30
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aislados de B. hominis seleccionados aleatoriamente usando el analisis de
RFLP con 11 restrictasas tras amplificacién por PCR. Los patrones de RFLP
obtenidos se denominan “riboprintings” y permiten agrupar a los diferentes
aislados en “ribodemas”. El analisis filogenético se resumiéo en un
dendograma que mostré la existencia de siete ribodemas repartidos en dos
lineas principales, entre las que la divergencia era del 7%. Dos de los
aislados presentaron riboprintings idénticos al de un aislado de cobaya,
aludiendo de nuevo al posible origen zoondtico de Blastocystis (Yoshikawa
et al., 1996c¢). Este trabajo de Clark (1997) es un referente y sugiere que la
diversidad genética de B. hominis, puede ser la responsable de las
discrepancias acerca de si produce enfermedad en humanos o no. Kaneda
et al. (2001) reproducen, con tres de las restrictasas, este estudio de Clark
en 64 aislados humanos de poblacién sintomatica y asintomatica;
estableciendo correlacion estadistica entre la pertenencia a los patrones |, lli

y VI y la aparicion de sintomas.

Existe un estudio de RFLP que abarca un mayor numero de
aislados (113), el de Bohm-Gloning et al. (1997) quienes amplifican parte del
gen de la ssARNr, y con tres restrictasas muestran la existencia de cinco
subgrupos, ninguno de los cuales estaba asociado significativamente con
enfermedad intestinal. Thathaisong et al. (2003) reproducen el ensayo del
grupo de Bohm-Gloning para comparar los perfiles obtenidos con aislados
de procedencia humana, respecto de Blastocystis de origen porcino y
equino. Sus resultados vuelven a reforzar la hipotesis de la blastocistosis
como zoonosis, ya que todos los aislados, con independencia de su origen,

se incluyeron en el mismo grupo.

Hoevers et al. (2000) examinaron la diversidad genética de 14
aislados procedentes de cuatro localizaciones geograficas mediante analisis
por RFLP del gen ssARNr, y obtuvieron 12 genotipos pero sin correlacion
entre origen geografico y pertenencia a un determinado patrén. Ho et al.
(2001) en estudios comparativos de riboprintig y de EF-1a, descubrieron que

el analisis por RFLP del EF-1a era util para mostrar diversidad genética en
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aislados de B. hominis. En consonancia con la terminologia de los RFLP
obtenidos con los genes ssARNr, utilizan el término “alfatipo o alfaprints”
para los aislados que comparten idénticos patrones de RFLP obtenidos a
partir del EF-1a.

De estos estudios se infiere que existe gran diversidad genética
en los aislados de B. hominis, pese a ser morfoldgicamente idénticos.
Hoevers et al. (2000) sugieren que para optimizar estas observaciones y
poder comparar datos de RFLP de forma efectiva, se necesita desarrollar un
método estandarizado con cepas referencia y un panel comun de los

enzimas de restriccion a utilizar.

1.2.2. Especiacion

La investigacion dirigida a demostrar que Blastocystis es un
parasito ubicuo en el reino animal, ha evidenciado la parasitacion en un
amplio rango de hospedadores describiéndose en primates, ungulados,
gatos, perros, cerdos, roedores, pajaros, aves de corral, reptiles, anfibios e
incluso insectos como la cucaracha (Teow et al., 1992; Boreham y Stenzel,
1993b; Stenzel et al., 1993; Zaman et al., 1993; Quilez et al., 1993;
Yoshikawa et al., 1998; Duda et al., 1998; Lee et al., 1999).

Yamada et al. (1987b) refieren que la morfologia y tamafo de las
formas detectadas en animales son muy similares a la de los aislados
humanos. Sin embargo, atendiendo unicamente a criterios morfologicos y
culturales se han descrito nuevas especies: B. galli en pollos, B. anatis en
patos y B. anseri en ocas (estudios de Belova citados por Stenzel y
Boreham, 1996). Se requeririan estudios de biologia molecular para
confirmar que podrian ser especies distintas, ya que se han demostrado
variaciones morfologicas de los organismos debidas a condiciones
ecoldgicas desfavorables (Silard, 1979), y durante la adaptacién al cultivo
(Cassidy et al., 1994; Yoshikawa y Hayakawa, 1996a).
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Teow et al. (1991) describen una especie, Blastocystis lapemi,
procedente de serpiente de mar, por diferencias en la temperatura de
crecimiento y en el perfil cariotipico, respecto de B. hominis. Singh et al.
(1996) también usan el analisis cariotipico en la descripcion de nuevas
especies en reptiles (Blastocystis geocheloni, en tortuga; Blastocystis cycluri,

en iguanas y Blastocystis phytoni, en serpiente pitdn).

Yoshikawa et al. (1998) indican que las diferencias cariotipicas no
son suficientes para determinar especiacion en Blastocystis aislados de
reptiles (Teow et al., 1991; Singh et al., 1996), abogando por el uso de
técnicas de PCR-RAPD para distinguir entre especies y cepas de

Blastocystis.

En sentido contrario tenemos otros estudios en los que se ha
confirmado la utilidad de los cariotipos en la especiaciéon de Blastocystis. Ho
et al. (2000, 2001) realizan un estudio comparativo de la secuencia de
aminoacidos de la region codificante del gen EF-1a en siete aislados de
Blastocystis procedentes de ratas y reptiles; evidenciando diferencias entre
unos y otros, y de ambos respecto de B. hominis. Asi cuando se usan los
analisis de RFLP tanto de EF-1a como de ssARNTr, los patrones de bandas
(ribodemas y alfatipos) de los aislados animales son distintos de los
humanos (Ho et al. 2001). Snowden et al. (2000) analizan por el método de
RFLP los genes de ssARNr de ocho aislados de Blastocystis procedentes de
varios animales (cabra, vaca, oveja, cobaya y mono). Identificaron cinco
genotipos, en los que aislados de Blastocystis procedentes de especies
diferentes compartieron un mismo genotipo y por el contrario, se encontraron

multiples genotipos en aislados originarios de un mismo hospedador.

Estos datos indican que Blastocystis no es especifico de
hospedador, sino que puede dar lugar a infecciones cruzadas con otros
hospedadores. Resultados similares son referidos por Abe et al. (2003a y
2003b) tras la caracterizacidon molecular de aislados de primates y de aves

con cebadores especificos y posterior analisis por técnicas de RFLP.
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Asi, diferencias cariotipicas, utilizadas conjuntamente con otros
métodos discriminatorios (tipos celulares, condiciones de crecimiento,
analisis de secuencias génicas), estan resultando utiles a la hora de

designar especies.

1.3. Caracteristicas biolégicas de B. hominis

1.3.1. Morfologia

B. hominis es un microorganismo eucariota polimérfico, en el que
se cree que el estado fisioldgico de la célula y las condiciones medio-
ambientales, son las responsables de la diversidad morfolégica observada
(Boreham y Stenzel, 1993a; Stenzel y Boreham, 1996). El conocimiento de
la morfologia de B. hominis es fundamental en el diagndstico de esta
parasitacion (Villar et al.,, 1996). Algunos laboratorios diagnostican B.
hominis si se encuentran formas vacuolares en heces formes y formas
ameboides en heces diarreicas (Carbajal et al.,1997a). Aunque hay casos en
los que los quistes fecales pueden predominar en las muestras (Boreham et
al., 1996), y es importante saber reconocer estas formas mas pequenas. El
cultivo y los métodos de concentracion han aumentado la sensibilidad de la

deteccion (Zaman y Khan, 1994).

El examen microscopico de la preparacion humeda directa,
realizada con solucion salina al 0,85% o con lugol, se ha mostrado como la
técnica de mayor sensibilidad en el diagndstico (Pérez y Guzman, 1994).
Ademas han sido ensayadas con éxito diversas tinciones que han permitido
distinguir el contenido del cuerpo central como el Giemsa (Zierdt et al.,
1967), Wright y tricromico de Wheatley (Vannatta et al., 1985; Jensen et al.,
2000, Windsord et al., 2002), hematoxilina-eosina, mertiolato-yodo-formol
(MIF) (Babcock et al., 1985; Reinthaler et al., 1988b). MacPherson vy
MacQueen (1994) utilizaron la tincion con hematoxilina férrica para evaluar
la diversidad morfolégica de los parasitos obtenidos tras concentracién con
formol-éter. Suresh et al. (1994b) utilizan la naranja de acridina para
diferenciar entre distintos estadios de B. hominis. La tincidn de auramina -
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carbolfuchsina fue probada sin éxito por Casemore et al. (1984), ya que no

permitio la diferenciacion del parasito.

Otro punto importante en el diagndstico es el de la cuantificacion
de las células que aparecen por campo microscopico; ya que cada vez son
mas los autores que establecen relacion entre el numero de células
presentes (> 5 organismos/ campo 40 x) con la apariciéon de sintomas
(Sheenan et al., 1986). Por ultimo es importante resaltar que la emision de
Blastocystis ocurre de forma discontinua (Vennila et al., 1999) por lo que es

importante analizar mas de una muestra para evitar falsos negativos.

1.3.1.1. Morfotipos celulares

B. hominis es un organismo pleomorfico en el que se describen
cuatro variantes morfolégicas: vacuolar, granular, ameboide y quistica.
Ultimamente se ha descrito la existencia de formas avacuolares y

multivacuolares.

e Forma vacuolar: Es el morfotipo predominante, tanto in vivo
como in vitro, y presenta grandes oscilaciones de tamafio. Se han descrito
valores de entre 2 y 200 ym de diametro, con un media que oscila entre 4 y
15 um (Stenzel y Boreham, 1996). Stenzel et al. (1989) demostraron que
posee vesiculas recubiertas de funcidn endocitica en la membrana
plasmatica, y un revestimiento superficial de espesor variable que rodea a la
mayoria de las células. Son formas esféricas, caracterizadas por una
vacuola central grande, concéntrica a la membrana externa, que ocupa entre
el 50 y el 90% del volumen celular. La vacuola desplaza al citoplasma a una
zona periférica estrecha, en la que encontramos el nucleo y el resto de
organelas: aparato de Golgi, reticulo endoplasmatico rugoso rodeando a las
mitocondrias (Zierdt et al., 1967; Tan y Zierdt, 1973) y ribosomas adosados a
la membrana de la vacuola o cuerpo central (Silard et al., 1983). La vacuola
central parece tener una funcién de reserva y contiene material granular o
floculante de densidad electrénica variable (Stenzel y Boreham, 1993). Se
han observado porciones de citoplasma invaginadas en la vacuola central,

11
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con material diverso (Suresh et al.,1995) y organelas que recuerdan a las
mitocondrias (Stenzel et al., 1991b; Pakandl, 1999; Tan et al., 2001a;

Nasirudeen et al., 2001a) dentro de estructuras rodeadas de membrana.

e Forma granular: Su diametro oscila entre 3 y 80 um con un
rango medio de 15 a 25 um. Parece que derivan de la forma vacuolar
(Stenzel y Boreham, 1996) y que la transicion puede ser inducida por
distintos factores entre los que se incluyen el incremento de las
concentraciones de suero en el medio de cultivo, la transferencia de células
a medios de cultivo diferentes, la axenizacion y la adicion de ciertos
antibioticos. Las formas granulares comparten algunas similaridades con las
formas vacuolares, pero se caracterizan por la presencia de numerosos
granulos en la banda estrecha del citoplasma periférico y mas comunmente,
en la vacuola central. Existen diferentes tipos de granulos dentro de la
vacuola central, que pueden ser inclusiones del tipo mielinas, pequefas
vesiculas, granulos cristalinos o gotitas lipidicas (Dunn et al., 1989). Hay
también evidencias de que la vacuola central puede presentar granulos
reproductivos relacionados con mecanismos de division esquizogonica y
endodiogenia (Zierdt et al., 1967; Zierdt, 1991; Suresh et al., 1994).
Vdovenko (2000) se replantea la significacion de las formas vacuolares y
granulares, y mediante la utilizacién de rojo neutro como colorante marcador
de viabilidad, concluye que estas formas representan estadios secuenciales

hacia la degeneracion celular.

e Forma ameboide: Han sido descritas con poca frecuencia y
las descripciones morfoldgicas han producido confusién en la literatura
(Dunn et al., 1989; Zierdt, 1991a; Tan et al., 1996b). Han sido observadas en
cultivos viejos, tratados con antibidticos, y ocasionalmente en muestras
fecales relacionadas con diarreas agudas (Zierdt, 1993b; Carbajal et al.,,
1997). En los primeros estudios con microscopio electronico de transmision
(Zierdt y Tan, 1976a) describen la forma ameboide como oval, con uno o dos
pseudépodos grandes y carentes de membrana celular. Es un hecho

peculiar el que una célula pueda sobrevivir sin membrana plasmatica
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(Stenzel et al., 1993). Las formas ameboides poseen pseudopodos y son de
menor tamafo (entre 2,6 y 7,8 um). Tan et al. (1996b) inducen el crecimiento
de colonias de células de B. hominis partiendo del tipo ameboide. Estas
células, mostraban un contorno irregular y poseian extensiones
pseudopddicas diversas (Tan et al.,, 1996b y 2001a). Estos autores, en
contraposicion a los estudios de Dunn et al. (1989), que describieron formas
carentes de mitocondrias o vacuola central; en sus observaciones con el
microscopio electrénico de transmisidn, revelaron la existencia de vacuola
central, numerosos cuerpos de Golgi, RE y mitocondrias en las extensiones
pseudopddicas citoplasmaticas; lo que implica a la célula en procesos
activos que requieren energia. Actualmente no se ha aclarado si las formas
ameboides aisladas de colonias son artefactos de cultivo o representan
formas que también se pueden encontrar in vivo. Existe escasa informacion
acerca del proceso de diferenciacion de la forma ameboide o su papel en el
ciclo de vida del parasito. Se ha sugerido que la forma ameboide es un
intermedio entre la vacuolar y las formas quisticas y que la ingestion de
bacterias provee de nutrientes para el proceso de enquistacion (Singh et al.,
1995). Stenzel y Boreham (1996) postularon que este morfotipo derivaba de
formas morfolégicamente idénticas a la forma avacuolar. Se ha observado la
presencia de material particulado ingerido por las formas ameboides, bien
bacterias o restos celulares procedentes de la muerte de células vecinas

(Tan et al., 2001a) con lo que desempefiaria un papel nutritivo o regulador.

e Forma quistica: La existencia de una forma quistica
morfolégicamente distinta, se ha confirmado y descrito desde hace
relativamente poco tiempo (Mehlhorn, 1988; Stenzel y Boreham, 1991a; Moe
et al.,1997 y 1999; Zaman et al.,, 1998b y 1999a). El retraso en estos
hallazgos es atribuible a su pequeno tamafo (3 a 5 um). Los quistes fecales
son esféricos u ovoides, tienen una pared quistica multilaminada y
raramente aparecen en cultivos axénicos. El contenido celular interno incluye
de uno a cuatro nucleos, multiples vacuolas y depositos lipidicos y
glucogénicos (Stenzel y Boreham, 1996; Zaman et al., 1997a; Moe et al.,
1999). Los quistes suelen estar rodeados de una capa fibrilar laxa que
pierden cuando maduran (Zaman et al., 1997a). Se han detectado
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diferencias morfoldgicas de los quistes de Blastocystis aislados de animales
comparados con los quistes fecales de B. hominis. Boreham y Stenzel
(1993b) han descrito formas de hasta 15 ym de diametro en heces de mono,
y en material fecal procedente de pollos se han visto multiples quistes
individuales incluidos en una lamina fibrilar simple. Esta disparidad
morfolégica puede deberse a la posible existencia de especies distintas de
Blastocystis. Moe et al. (1996) analizan la viabilidad de quistes de B. hominis
revelando que sobreviven a temperatura ambiente hasta un total de 19 dias,
demostrando que los quistes son la forma mas resistente del parasito; si bien
son fragiles en condiciones muy extremas de frio o calor, y frente a los
desinfectantes mas comunes. Zaman et al., (1995a), ya habian comprobado
su resistencia al agua destilada con el desarrollo de un método de
concentracion para obtener quistes, a partir de muestras fecales o cultivos.
Se ha observado que la alteracion de la concentracion sérica incrementa la
aparicion de quistes en B. ratti (Chen et al., 1999) cuando se cultivan
axénicamente en medio Iscove Dulbecco modificado (IMDM), en esta
especie los quistes obtenidos in vitro son similares a los encontrados en
muestra fecal fresca. Suresh et al. (1993) describen un método de induccion
a la enquistacion para B. hominis, pero los quistes obtenidos son
morfologicamente distintos a los que aparecen en las heces y parecen
formas granulares, excepto por la presencia de una estructura semejante a
la pared quistica, gruesa y osmiodfila. Hay estudios de su resistencia a shock
hipoténico y a determinar la composicion de la pared quistica. En este
sentido, Villar et al. (1998) utilizan la tincién con blanco de calcofluor
demostrando la presencia de residuos (- (1-4)-glicosil. Hay datos de
inoculacion oral en ratas de laboratorio (Suresh et al., 1994c), encontrando el
parasito unicamente en las que habian sido infectadas con quistes. Cuando
las formas vacuolares se cultivan en medio de enquistacion, la proporcion de
quistes in vitro respecto de las vacuolares se incrementa con el paso de
tiempo (Villar et al., 1998). El debate se centra en si existen o no quistes in
vivo (Stenzel y Boreham, 1996). La exquistacién, que es el proceso de
diferenciacion de los quistes a formas vacuolares, se ha descrito con detalle
mediante el uso de TEM en tiempo real (Moe et al., 1999; Chen et al.,
1999b). Mostraron que los quistes fecales de B. hominis y B. ratti se
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transformaban en formas vacuolares a las 24 horas post-inoculacién en
medio de crecimiento. A las 3 horas observaban cumulos en el citoplasma
de multiples vacuolas pequefas con inclusiones en su interior. Los quistes
perdian gradualmente su pared quistica en torno a las 6 horas, hecho
evidenciado por el alargamiento del parasito que pasaba de 5 a 9 um, y
eventualmente aparecia reemplazada por una gruesa cubierta superficial. El
agrandamiento ocurre por la aparente agregacién de multiples pequefias
vacuolas coalescentes, que dan lugar a la vacuola central. Al cabo de 12
horas aparecen las formas vacuolares y granulares tipicas, y se pueden
observar procesos de fision binaria. El parasito puede sufrir divisibn mientras
aun permanece rodeado por material procedente de la pared quistica,
observandose en esos casos, hasta cuatro células hijas dentro del quiste
(Chen et al., 1999b; Zaman et al., 1999b).

e Otras formas: Se han descrito otras formas, ademas de las ya
mencionadas, aisladas de material fecal fresco procedente directamente del
intestino. Las primeras detectadas habian sido obtenidas de un paciente con
una diarrea profusa (Zierdt y Tan, 1976a), y se las denominé avacuolares, al
carecer de vacuola central. Las células aisladas a partir de muestras de
colonoscopia son diferentes a las formas vacuolares y granulares
convencionales (Stenzel et al., 1991b), y a las obtenidas en cultivo. Carecen
de cubierta externa y tienen un didmetro de unas 5 uym, presentando
ademas, importantes diferencias en la morfologia de las mitocondrias.
También han sido descritas formas multivacuolares en material fecal
humano (Stenzel et al., 1991b; Stenzel y Boreham, 1996). Son células
rodeadas de una cubierta externa gruesa y contienen multiples vacuolas de
tamano y contenido variables. De pequefio tamafio, su diametro oscila entre
de 5y 8 um. Lanuza et al. (1997a) estudiaron 81 muestras fecales y los
unicos tipos celulares que describen son los vacuolares y alguno ameboide.
Aunque esta pendiente de confirmar, Boreham y Stenzel (1993b) sugieren
que las formas avacuolares y multivacuolares representan el estadio in vivo
del parasito, mientras que las formas de vacuola grande y granulares

predominan en los cultivos. Las formas multivacuolares tras la coalescencia
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de sus multiples vacuolas formarian la vacuola central; representando un
estadio intermedio en el desarrollo a quistes fecales de las formas
vacuolares. La rapida desaparicion del morfotipo multivacuolar en los
cultivos y la consiguiente aparicion de formas vacuolares, sugiere que
pueden representar estadios transitorios en el ciclo de vida de B. hominis
(Stenzel et al.,1991a). Boreham y Stenzel (1993b) plantean que la forma
menos descrita es la multivacuolar porque se interpretan como células en

proceso de esquizogonia, confundiendo las multivacuolas con la progenie.

1.3.1.2. Estructuras celulares

B. hominis es un eucariota en el que se diferencian membranas
plasmatica y nuclear, uno o mas nucleos, superficie de membrana, vacuola
central, mitocondrias, reticulo endoplasmico, aparato de Golgi, ribosomas y
vesiculas. En los siguientes apartados se resumen las propiedades de las

principales estructuras.

e Membrana citoplasmatica: Una membrana citoplasmatica
bilaminar delimita la célula. Tan et al. (1974) demostraron con criofractura, la
presencia de poros de 50 nm de didametro en la parte externa; mientras que
en la interna se observaron particulas intramembranosas y hendiduras con
una distribucion similar; sugiriendo que mediante un sistema de poros-
hendiduras ambas capas podrian intercomunicarse. Dunn et al. (1989)
detectaron cuatro tipos de hendiduras electrodensas (varilla, copa, alveolar y
tubular) indicativas de endocitosis. Stenzel et al. (1989) evidencian la
existencia de vesiculas recubiertas de clatrinas, confirmando que presentan
endocitosis mediada por receptor. Yoshikawa y Hayakawa (1996a)
analizaron la organizacion del colesterol en la membrana plasmatica, y

encontraron diferencias respecto de la membrana de |la vacuola central.

¢ Superficie de membrana o cubierta externa: Se define como
una capa fibrilar que se encuentra en la parte externa de la membrana

plasmatica, de grosor y densidad variables. En las formas fecales, tiene un
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grosor entre 0,25 y 0,5 um y suele presentar bacterias asociadas (Silard y
Burghelea, 1985; Dunn et al., 1989; Zaman et al., 1999b). Se sintetiza de
forma continua hacia el medio externo y estad perfectamente descrita en
formas vacuolares y granulares; pero varios estudios refieren la ausencia de
esta estructura en muestra fecal procedente de un paciente con diarrea
severa (Zierdt y Tan, 1976a), en formas ameboides (Tan y Zierdt, 1973;
Dunn et al.,, 1989) y en células obtenidas por colonoscopia (Stenzel,
Boreham y McDoughall, 1991b). Se cree que rodea las formas quisticas
(Zaman et al., 1997a) y que podria tener funcion osmoprotectora; no
obstante, la carencia de esta estructura in vitro, sugiere que no es necesaria
para la supervivencia del organismo en los cultivos y probablemente su
funcidn sea la de barrera mecanica que produzca respuesta innata y
adquirida en el hospedador (Boreham y Stenzel, 1993b). Esta hipétesis fue
corroborada por Tan et al. (1997) gracias al uso de anticuerpos
monoclonales (MADb) que se unen a la capa superficial de B. hominis sin
inhibir su crecimiento, mientras que algunos mAb especificos para proteinas
de la membrana plasmatica, tienen efecto citotdxico para el parasito. Lanuza
et al. (1996) usando un panel de lectinas marcadas con FITC (isotiocianato
de fluoresceina), demostraron que la capa superficial contiene carbohidratos
y sugieren su posible intervencion tanto en fenbmenos de reconocimiento
celular, como de citoadherencia. La presencia de una capsula de naturaleza
polisacarida puede evidenciarse mediante tinciones negativas (Bird y Ellis,
1971). La microscopia electronica (ME) ha permitido ver que se trata de un
entramado, que puede alcanzar una longitud de hasta 10 um (Zaman et al.,
1999b). Gracias a la resolucion de la ME, se ha observado que si las
bacterias que se encuentran en la superficie de membrana son dafadas, se
produce una pérdida de densidad electronica en su citoplasma. Zaman et al.
(1997a) plantean que el parasito podria entonces beneficiarse absorbiendo
los restos bacterianos via membrana celular, que le servirian como

nutrientes.

¢ Vacuola central: Durante mucho tiempo su funcion ha estado

pendiente de determinar, por lo que se le dio el nombre de “cuerpo central”.
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Este organulo, que ocupa el centro del parasito desplazando el citoplasma
hacia la periferia, ha sido observado en las células de morfologia vacuolar,
granular y quistica. Se ha relacionado con el almacenamiento de nutrientes,
el metabolismo y la reproduccion del parasito (Suresh et al. , 1994b; Stenzel
y Boreham, 1996). Yoshikawa et al. (1988) analizan la vacuola central de B.
hominis mediante criofractura, encontrando protusiones digitiformes como si
estuvieran introduciendo sustancias procedentes del citoplasma. Stenzel,
Dunn y Boreham (1989) confirman el proceso de endocitosis en las vacuolas
de formas vacuolares y granulares de B. hominis, utilizando ferritina como
marcador. En la forma vacuolar la ferritina se distribuia formando granulos
discretos; mientras que en la forma granular se observaba como particulas
dispersas; demostrando que la vacuola central desempefia un importante
papel en el metabolismo y en el almacenamiento de nutrientes. La presencia
en la vacuola de cuerpos de inclusién, ha sido demostrada por Tan y Zierdt
(1973), mediante tincién con rojo O y negro Sudan; y Matsumoto et al.
(1987), con hematoxilina férrica de Heidenhein. Dunn et al. (1989)
distinguieron cuatro tipos de inclusiones dentro de la vacuola central:
mielinoides, pequefias vesiculas, granulos cristalinos para el depédsito de
alimento y gotas de lipidos, sobre todo fosfolipidos y acidos grasos. En un
estudio posterior, Yoshikawa et al. (1995b) sefialaron la presencia de lipidos
neutros y acidos en la vacuola central. La vacuola esta implicada en el
proceso de division esquizogdnica (Zierdt, 1991a); y Suresh et al. (1994b)
demostraron la existencia de granulos con funcion reproductora tifiendo las
células con naranja de acridina. Lanuza et al. (1996) utilizan lectinas
marcadas para mostrar la presencia y la naturaleza de los carbohidratos
presentes en el cuerpo central y el citoplasma; que previamente habian sido
detectados mediante tincidon con acido periédico de Schiff, tincién de plata y
azul alcian (Yoshikawa et al., 1995b). Yoshikawa y Hayakawa (1996a)
consideraron esta organela como almacén de carbohidratos y lipidos durante
la fase de crecimiento exponencial, para ser utilizados en la fase
estacionaria, describiendo siete tipos de células en funcién de la densidad
electronica observada en la vacuola central. Yoshikawa y Oishi (1997)

detectan con técnicas histoquimicas (plata amoniacal y acido fosfotungstico
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etandlico) proteinas basicas en el cuerpo central, almacenadas durante la

fase de crecimiento.

e Mitocondrias: B. hominis es un anaerobio estricto, por lo que
resulta paraddjico encontrar cientos de mitocondrias en el citoplasma,
normalmente concentradas cerca del nucleo. Se trata de una organela
delimitada por una membrana bilaminar, desde cuya capa interna emergen
las crestas mitocondriales, las cuales presentan una gran variabilidad
morfolégica (bulbares, tubulares, vesiculosas o circulares) que puede
relacionarse con diferencias en el estado energético (Dunn et al., 1989).
Matsumoto et al. (1987) constataron la presencia de ADN en el interior de las
mitocondrias mediante una tincién fluorescente, el DAPI. Zierdt et al. (1988b)
confirmaron que se tinen con verde Jano y rhodamina 123, lo que indica que
es una membrana fisiologicamente activa. Zierdt (1991a) sefiala la
posibilidad de que dichas organelas tengan como misién la sintesis de
lipidos, pero Stenzel y Boreham (1996) sugirieron la posibilidad de que las
mitocondrias fuesen hidrogenosomas, al confirmarse la ausencia de enzimas
tipicos de las mitocondrias (Zierdt, 1986 y 1988b). Todos los organismos en
los que existen hidrogenosomas son anaerobios o0 anaerotolerantes,
careciendo de mitocondrias. Tan et al. (2002) citan en un estudio propio que
al poner en contacto un cultivo de células de B. hominis con un agente
reductor como el tioglicolato sddico, mediante microscopia electronica de
transmision observan que la mitocondria se ha transformado en unas
estructuras que se parecen extraordinariamente a los hidrogenosomas de
Trichomonas vaginalis. La confirmacibn de que Blastocystis presenta

hidrogenosomas consistiria en detectar actividad hidrogenasa.

¢ Nucleo: El nucleo de B. hominis es esférico u ovalado, con un
tamafo de 1 um de diametro y esta rodeado por una membrana que
presenta poros (Yoshikawa et al., 1988). El numero es variable, si bien
predominan las formas mono y binucleadas, sobre las de mas de dos
nucleos (MacPherson y MacQueen, 1994). La presencia de acidos nucleicos
en el interior de los nucleos ha sido confirmada mediante tinciones

especificas, como la tincion de Feulgen (Tan y Zierdt, 1973) o la técnica de
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DAPI (Matsumoto et al. , 1987). EI ARN se encuentra concentrado alrededor
del nucleo (Stenzal y Boreham, 1996). La cromatina nuclear esta dispersa,
excepto en una zona electrodensa con forma de banda semilunar,
caracteristica del género; normalmente situada en un polo del nucleo y que
ha sido descrita en todos los morfotipos celulares. Esta banda ha sido
considerada como el nucleolo (Tan y Zierdt, 1973), al igual que un granulo
adicional de material condensado que se observa en algunas células in vivo
(Zierdt y Tan, 1976a), sin que se haya confirmado ninguna de las dos

hipotesis. No se ha observado la presencia de microtubulos.

e Endosimbiontes: Tan et al. (1974) detectan la presencia de
endosimbiontes en el nucleo y en el citoplasma de dos aislados de
Blastocystis, de pato y mono respectivamente. En un estudio posterior,
observaron estructuras esféricas o con forma de varilla, similares a bacterias
a las que denominaron “particulas alpha”. La observacion de que los cultivos
de B. hominis morian rapidamente cuando se eliminaban estas formas
mediante adicidon de antibidticos como el cloranfenicol, sugiri6 que la
viabilidad del parasito podia depender de la presencia de estas particulas
alfa (Zierdt y Tan, 1976b). Stenzel y Boreham (1994b), mediante
microscopia electronica de transmision, describieron la presencia en el
nucleo y en el citoplasma, de unas estructuras baciliformes, rodeadas de
membrana y morfolégicamente similares a los endosimbiontes descritos en
otros protozoos. No observaron procesos de digestion o degeneracién en
estas estructuras lo que les sugiri6 que se trataba de verdaderos

endosimbiontes.

Se desconoce su funcién, tal vez relacionada con el aporte de
informacion genética adicional transmitible a la progenie y que podria alterar
alguna caracteristica de la célula, o bien favorecer la posible patogenicidad
del parasito (Silard, 1979).
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1.3.2. Ciclo biolégico

Desde su descripcién, han sido muchas las hipotesis que han
tratado de dilucidar el ciclo biologico de Blastocystis. Los estudios realizados
por el grupo de Zierdt (Zierdt, 1973; Zierdt y Williams, 1974; Zierdt y Tan,
1976b) diferenciaron cuatro formas asexuales de divisidbn en B. hominis:
fision binaria, plasmotomia, esquizogonia y endodiogenia (figura 1).Tan y
Zierdt (1973) describen que la forma granular contiene granulos de funcion
metabdlica, lipidos o bien granulos reproductivos. Zierdt (1988a) afirma que
la fisién binaria y la plasmotomia son dos tipos distintos de reproduccion.
Posteriormente, Van Saanen-Ciurea y El Achachi (1983) propusieron un
ciclo en el que la forma vacuolar se transforma en ameboide y ésta,
mediante esquizogonia, en células vacuolares hijas. Dunn et al. (1989) y
Boreham y Stenzel (1993b) manifiestan que la fisiébn binaria es la unica
forma de divisidbn objetivada. Sin embargo, Zaman (1997b), mediante
microscopia de constraste de fases, confirma la existencia de las cuatro

formas de division descritas por el grupo de Zierdt (figura 1).

Figura1. Ciclo biolégico propuesto por Zierdt. 1 y 2: formas vacuolares durante y
después de la divisién (fisiéon binaria); 3, 4, 5 y 6: etapas del desarrollo de
formas vacuolares en formas granulares; 7, 8, y 9: formacién de una
célula hija desde una forma ameboide.
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Jiang y He (1993) propusieron un ciclo biolégico basado en la
observacion de tres formas diferentes del morfotipo ameboide. Asi, la tercera
forma (TF) generaria la forma vacuolar; mientras que la primera y segunda
forma (FF y SF) serian estadios intermedios en este proceso. La forma
vacuolar, pieza clave en este modelo, daria lugar a los restantes morfotipos

mediante fision binaria o multiple.

Stenzel et al. (1991a), Boreham y Stenzel (1993b), al comparar los
morfotipos obtenidos por colonoscopia, heces frescas y cultivos;
consideraron que a partir de la forma avacuolar se generarian las restantes,
por ser ésta la que se corresponde con el trofozoito coldnico. Postulan que
durante el transito intestinal, se produciria una coalescencia de pequefas
vesiculas que daria lugar a una forma multivacuolar a partir de la cual, se
producirian los quistes, o bien formas ameboides. La forma vacuolar surgiria
en cultivo a partir de la forma multivacuolar; y la forma granular derivaria de
una vacuolar con el cuerpo central constituida por pequefios granulos.
Segun estos autores, las formas vacuolar y granular no juegan un papel

importante en el ciclo vital de B. hominis (figura 2).
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Figura 2. Ciclo propuesto por Boreham y Stenzel (1993b).
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Singh et al. (1995) postularon un nuevo ciclo biolégico basado en
dos tipos de formas quisticas: quistes de pared delgada implicados en la
autoinfestacion por multiplicacion en el tracto gastrointestinal; y quistes de
pared gruesa responsables de la transmision externa, via fecal-oral (figura
3).
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Figura 3. Ciclo propuesto por Singh et al. (1995).

La forma vacuolar podria diferenciarse en forma ameboide, ésta
daria lugar al pre-quiste, el cual por esquizogonia, formaria quistes de pared
gruesa iniciandose un ciclo de transmision externa. Otra posibilidad es la

obtencion de una forma multivacuolar a partir de la forma vacuolar, la cual
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generaria un estadio prequistico que, por esquizogonia, produciria formas
quisticas de pared delgada responsables de la autoinfestacion. En ambos
casos el ciclo terminaria con la rotura del quiste y la liberacion de células
hijas que originaran formas vacuolares capaces de division mediante fision
binaria. Singh et al. (1995) consideraron que la forma esquizonte descrita por
Zierdt (1991a) es la forma granular que generaria las formas quisticas de

pared delgada.

Stenzel y Boreham (1996) rechazan el ciclo descrito por Singh et
al. (1995) basado en la existencia de quistes de pared delgada y gruesa,

reiterando su propuesta de ciclo (Boreham y Stenzel, 1993b).

Suresh y Anuar (2002) revisan las ultimas hipotesis y sostienen
que es posible que B. hominis posea un amplio repertorio de mecanismos de
reproduccion que estén dificultando determinar cual es el correcto, al tiempo

que le ayudan a sobrevivir en una amplia variedad de hospedadores.

1.3.3. Cultivo in vitro

B. hominis es un organismo cultivable, aunque su cultivo no esta
exento de dificultades. Zierdt y Williams (1974) constataron que entre los
medios de cultivo idéneos para este parasito, el medio bifasico de Boeck-
Drbohlav, inicialmente descrito para E. histolytica, proporcionaba un
adecuado crecimiento para B. hominis. Ademas, observaron mejores
resultados en medios pre-reducidos durante 48 horas, con una fase liquida
constituida por solucién de Locke y suero inactivado (bovino, caballo, conejo

o humano) al 30% e incubados a 37°C en atmosfera anaerobia.

Upcroft et al. (1989) ensayaron diversos medios monofasicos
liquidos, ya que para estudios de biologia molecular y quimioterapia es
preferible evitar el exceso de proteinas. Comprobaron que el medio MEM
(medio minimo esencial), enriquecido con un 10% de suero de caballo y pre-

reducido durante 48 horas, proporcionaba un crecimiento adecuado, aunque
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presenta la desventaja de su facil contaminacion. Ho et al. (1993)
demostraron que el medio de Dulbecco modificado por Iscove, permitia un
crecimiento muy superior a los medios MEM, RPM-1640 y BME, comparable
al obtenido en el medio Boeck-Drbohlav. Otro medio de cultivo utilizado con
éxito es el de Jones, util en cultivos xénicos (Suresh et al., 1993).
Kukoschke y Miller (1991) observaron un incremento en el numero de
cultivos positivos y un aumento de tamano en B. hominis al utilizar suero de
conejo o caballo, en vez de suero humano. Lanuza et al. (1997a) sefialaron
que la adicién de glucosa y de sales minerales a la fase liquida, a una
concentracion igual a la descrita inicialmente para el medio de Boeck-

Drbohlav, permite obtener un crecimiento 6ptimo de este parasito

La capacidad de crecer en medio solido o semisdlido en forma de
colonias como poblaciones clonales, esta resultando muy util para estudios
bioquimicos, genéticos y de viabilidad. La formaciéon de colonias de B.
hominis en agar blando en condiciones de anaerobiosis, ha sido descrita por
Tan et al. (1996b). Con una mezcla de Bacto agar al 0,36%, IMDM y suero
de caballo al 10%, se obtienen colonias con un didmetro que oscila entre 1y
3 mm, por debajo de la superficie del agar, entre los dias 5 y 10. Las

colonias individuales obtenidas son replicadas en cultivos liquidos.

El crecimiento en colonias es un método empleado en la
investigaciéon de anticuerpos monoclonales reactivos en superficie para
estudios de citotoxicidad (Tan et al., 1997), y para la axenizacién de
especies de Blastocystis aisladas de humanos, reptiles o ratas de laboratorio
(Ng y Tan, 1999).

Mas recientemente se ha descrito un medio en agar soélido que
aumenta la eficacia del crecimiento clonal de B. hominis (Tan et al., 2000).
Las colonias se exponen en la superficie del agar, lo cual facilita el recuento
y la manipulacion. Son colonias coloreadas que crecen a los 7 dias post-
inoculacion, alcanzando un diametro de 2 mm de diametro. En medio sélido

las colonias se muestran viables catorce dias, por lo que los subcultivos se
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realizan cada dos semanas. Los clones se expanden en medio de cultivo

liquido.
1.3.3.1. Axenizacion

Blastocystis spp se caracteriza porque no puede ser axenizado
directamente, primero se ha de establecer el cultivo con flora bacteriana
compleja y no definida (Clark y Diamond, 2002). La axenizacion de
Blastocystis spp. se ha conseguido con la adicion de antibidticos (Zierdt,
1973; Zierdt y Williams, 1974; Kukoschke y Muller, 1991; Ho et al., 1993;
Teow et al.,, 1992; Lanuza et al., 1997a; Ng y Tan, 1999), ya que la fragilidad
de la célula impide el empleo de métodos fisicos tales como la centrifugacion
o la filtracion (Zierdt y Williams, 1974).

En algunos casos no se logra la axenizacion (Zierdt, 1991a;
Boreham y Stenzel, 1993b; Lanuza et al., 1997a) lo que indica que el

parasito puede requerir de la presencia de bacterias para sobrevivir.

Lanuza et al. (1997a) consiguen axenizar con éxito 25 de 81
aislados de B. hominis, gracias a la combinacion de un gradiente de ficoll-
acido metrizdico y la adicion progresiva de antibioticos. Otro método
recientemente empleado para lograr cultivos puros, consiste en una
reduccion inicial de la carga bacteriana usando antibidticos, seguida de

crecimiento de colonias en medio semisélido (Ng y Tan, 1999).

1.3.3.2. Tiempo de generacion

Carbajal et al. (1996) estudiaron el crecimiento de B. hominis en
medio bifasico de Boeck-Drbohlav, y para asegurar el crecimiento utilizaron
un indculo minimo de 10° trofozoitos/ml; obteniendo un tiempo de generacion
de 8,86 + 0,89 horas. Lanuza et al. (1997a) coinciden en el in6culo minimo
necesario para obtener un crecimiento adecuado, y comunicaron un tiempo

de generacion de entre 6,6 a 12,1 horas.
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1.3.3.3. Criopreservacion

El protocolo de crioconservacion descrito por Zierdt (1991a)
implica la adiciéon de dimetil sulféxido (DMSO), por lo que se requiere un
cuidado especial en el momento de la descongelacion. Suresh et al. (1998)
utilizan medio minimo esencial (MEM), al que anaden glicerol y suero bovino
fetal, logrando mejorar los resultados en un 90%. Este estudio sélo se ha
realizado con aislados de B. hominis, falta por confirmar que esta

formulacién también sea valida para Blastocystis spp.

1.3.4. Caracteristicas bioquimicas

El estudio electroforético de las proteinas solubles de B. hominis,
ha sido realizado por diversos autores permitiendo la descripcidn de
diferentes patrones polipeptidicos. Asi, Boreham, Upcroft y Dunn (1992)
observaron proteinas con pesos moleculares entre 14 y 200 kDa, obteniendo
un perfil proteico diferente para cada uno de los aislados estudiados.
Kukoschke y Muller (1991) comunicaron dos patrones polipeptidicos, sin
citar el rango de pesos moleculares. El grupo de Mansour et al. (1995)
también describe dos patrones proteicos diferentes, con un rango entre 12 y
95 kDa. En un ensayo mas reciente Lanuza et al. (1999) obtienen tres
patrones proteicos diferentes a partir de la obtencién de polipéptidos con
diferentes pesos moleculares, los cuales oscilaron entre 24 y mas de 200
kDa.

Keenan et al. (1992) y Keenan y Zierdt (1994), demostraron que
los aislados axénicos de B. hominis poseen la capacidad de sintetizar la
mayoria de los lipidos celulares; pero que también podian adquirir el

colesterol y sus ésteres del medio de cultivo.

En cuanto a las actividades enzimaticas, los primeros estudios
estaban encaminados a conocer la dotacién enzimatica de B.hominis. Zierdt

(1986) estudié la actividad enzimatica de la fraccién mitocondrial sin detectar
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actividad catalasa, peroxidasa ni la presencia de citocromo, por lo que
postulé que las mitocondrias procedian de bacterias anaerobias. Zierdt et al.
(1988b) pusieron de manifiesto la ausencia de actividad del complejo
piruvato deshidrogenasa, isocitrato deshidrogenasa, fosfatasa alcalina
glutamato deshidrogenasa, citocromo C oxidasa, y-glutamil transpeptidasa y
creatina kinasa. Sin embargo, demostraron una elevada actividad aspartato
amino transferasa, alanino amino transferasa y aldolasa; en menor cuantia,
piruvato descarboxilasa e indicios de diaforasa y lactato deshidrogenasa.
Stenzel et al. (1989) no detectaron la presencia de fosfatasa acida en la
vacuola central, enzima indicadora de actividad digestiva, por lo que
sugirieron que el cuerpo central no actuaria como lisosoma. Carbajal et al.
(1996) comunicaron la ausencia de actividad alcohol deshidrogenasa,
isocitrato deshidrogenasa, alanina deshidrogenasa, glutamato
deshidrogenasa, aspartato deshidrogenasa, purina nucleosidil fosforilasa y

manosa fosfato isomerasa.

Se han realizado estudios enzimaticos destinados a definir
zimodemas a partir de los patrones isoenzimaticos obtenidos, y a buscar
asociacion entre una presentacion clinica y un zimodema determinado.
Mansour et al. (1995) demostraron la presencia de dos zimodemas, uno de
ellos con dos variantes, analizando cinco actividades enzimaticas (enzima
malico, fosfoglucomutasa, glucosa fosfato isomerasa, 6-fosfogluconato
deshidrogenasa y hexoquinasa). Carbajal (1996) describe tres zimodemas,
diferenciados por la presencia de isoenzimas en las siguientes actividades
enzimaticas: fosfoglucomutasa, 6-fosfogluconato deshidrogenasa, glucosa 6-
fosfato deshidrogenasa, glucosa fosfato isomerasa, glutamico oxalacético

transaminasa, enzima malico y malato deshidrogenasa.

Gericke et al. (1997) analizaron tres actividades enzimaticas en
119 aislados xénicos, obteniendo 98 zimodemas y concluyendo que B.
hominis mostraba un elevado polimorfismo; aunque sin hallar asociacién
significativa entre la pertenencia a un zimodema y la presentacién de

sintomas.
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1.4. Inmunobiologia

1.41. Respuesta inmune del hospedador

Muy poco conocemos sobre la respuesta inmune del hospedador
frente a B. hominis. Chen et al. (1987) describen la falta de respuesta
humoral en cuatro pacientes utilizando la técnica de western-blot para
detectar 1gG en suero. En contraposicion (Zierdt y Nagy, 1993a) hallaron que
la respuesta inmunitaria en pacientes sintomaticos presentaba titulos
superiores a los detectados en la poblacién control. En estudios posteriores
(Zierdt et al., 1995) corroboran estos resultados. Hussain et al. (1997)
describen un incremento significativo de los niveles de la subclase 1gG2 en
pacientes con colon irritable e infeccion por B. hominis, sugiriendo una
posible relacidn entre este sindrome y la parasitacion por B. hominis. Los
autores plantean que los anticuerpos de subclase 1IgG2 son inducidos en
respuesta a fragmentos de la cubierta externa del parasito, que han sido
transportados del lumen del intestino a los linfocitos y macréfagos. Los
anticuerpos 1gG2 predominan cuando los antigenos son carbohidratos, lo
que explicaria que Chen et al. (1987) no encontrasen anticuerpos, ya que los
antigenos que utilizaron en el western-blot eran proteicos y no glicosilados.
Desde estos pocos estudios, resulta evidente que B. hominis puede inducir

respuesta inmune en humanos.

1.4.2. Diversidad antigénica

La heterogeneidad antigénica ha sido demostrada en los aislados
de B. hominis con técnicas como el SDS-PAGE (Kukoschke y Miller, 1991),
inmunoblotting (Boreham et al., 1992; Lanuza et al., 1999), inmunodifusién
(Mualler, 1994; Lanuza et al., 1999), e inmunofluorescencia (Tan et al.,
2001b). Muller (1994) habia identificado cuatro grupos serologicos distintos,
pero sin encontrar correlacion significativa con enfermedad intestinal. Lanuza
et al. (1999) clasificaron 18 aislados de B. hominis en dos grupos antigénicos
relacionados; los pacientes que sufren diarrea cronica conformaron el grupo
antigénico 1, mientras que en el 2 se incluyeron los que sufrian de diarrea

aguda. Estos datos permiten postular que serotipos diferentes puedan
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relacionarse con diferencias en la patogenicidad. En cualquier caso la
diversidad antigénica debe tenerse en cuenta en el desarrollo de pruebas de

diagndstico serologico para las infecciones por B. hominis.

1.4.3. Anticuerpos monoclonales

Yoshikawa et al. (1995a) analizan un panel de ocho anticuerpos
monoclonales (mAb). La mayoria de los mAb fueron IgM vy, por
inmunomicroscopia electronica, se observdé su unidn a epitopos de la
cubierta externa. Seis mAbs fueron reactivos frente a B. hominis resultando
especificos frente a la cubierta externa, mientras que dos mAbs se unieron a
material procedente de la vacuola central presentando reactividad cruzada
con aislados de Blastocystis spp. procedentes de pollo. Estos autores
sugieren que existen componentes antigénicos cepa o especie especificos
en la cubierta externa, mientras que los que proceden de la vacuola central,

no lo son.

Tan et al. (1996a) también caracterizaron los mAb inducidos por
B. hominis. La mayoria fueron IgM reactivos frente a epitopos con multiples
carbohidratos localizados en la cubierta externa. EI mismo grupo (Tan et al.,
1997) mostré que un determinado un mAb (1D5) resultaba citotoxico para el
parasito, ya que en presencia de éste el numero de colonias decrecia. El
mAb 1D5 es una IgM que se une a una proteina asociada a la membrana
plasmatica de 30 kDa, observada en procesos de apoptosis. Recientemente,
Tan et al. (2001b) observan clones que sobreviven a la citotoxicidad de 1D5,
esos datos proponen que el epitopo 1D5 es especifico de cepa y de especie,
y sugieren que B. hominis esta predispuesto a un estado de heterogeneidad
en cultivos axénicos (por ejemplo: células susceptibles y células resistentes
a 1D5). A diferencia de 1D5, los mAb reactivos frente a carbohidratos de la
cubierta externa, no resultaron citotoxicos (Tan et al., 1997). En otros
estudios (Hussain et al., 1997; Kaneda et al., 2000) se indica que la principal
respuesta inmune se da frente a los carbohidratos de la cubierta externa, la
cual serviria como barrera mecanica e inmunoldgica al parasito; ademas el
hecho de que in vivo se sintetice de forma continua y se libere al medio
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extracelular (Zaman et al., 1997a) le permitiria actuar como “una cortina de
humo”, mecanismo de evasion de la respuesta inmune ya descrito en otros

parasitos.

1.4.4. Inmunidad celular

Wang et al. (2002) comparan las poblaciones linfocitarias CD3",
CD4", CD8"y CD4*/CD8" de un grupo de poblacion sintomatico respecto de
un grupo control, en una poblacién de Huainan, en China. En los individuos
sintomaticos infectados por B. hominis se encontraron valores inferiores a
los normales en todas las poblaciones linfocitarias, excepto en el recuento
de CD8", estadisticamente significativos. El descenso en el ratio CD4"/CD8",
la llave de la inmunoregulacion, fue especialmente destacable. La
disminucién de los linfocitos TH, responsables de la activacion de la
inmunidad humoral y celular, implicaria mayor dificultad en la curacion del

proceso diarreico.

1.5. Patogénesis

La patogenicidad de este microorganismo es controvertida por
diferentes razones. Narkewicz et al. (1989) afirman que no detectan
diferencias de prevalencia entre poblacion sintomatica y asintomatica en
parasitados por B. hominis. Datos similares son referidos por Senay y
MacPherson (1990), Grossman et al. (1992), Pena et al. (1992) y Udkow y
Markell (1993). Steinmann et al. (1990) refieren datos de prevalencia
similares en tres grupos de estudio: pacientes inmunocompetentes con
diarrea, portadores asintomaticos y pacientes VIH con diarrea. Sin embargo,
Nimri (1993) y Carbaijal et al. (1997¢c) comunicaron prevalencias mayores en

poblacion sintomatica.

Otro aspecto que apoya la idea de que B. hominis es un
organismo meramente comensal, se debe a los casos en los que se produce
la resolucidn de los sintomas sin la administracion de tratamiento especifico
previo; tal y como publican Kain (1987), Miller y Minshew (1988) o Sun et al.
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(1989). Markell y Udkow (1986) afirman que la remision de los sintomas en
respuesta al tratamiento, se debe a la eliminacion de otro patégeno no
detectado con el que coexiste y que seria el verdadero responsable de la

infeccion. Opinidn compartida por Rosenblatt (1990).

Pero son muchas mas las publicaciones que implican a B. hominis
como causa de enfermedad, que las que lo exoneran. B. hominis es un
organismo anaerobio estricto que reconoce un habitat colonico primario
(Sheenan et al., 1986; Pikula, 1987; Dellers et al., 1992); aunque también se
ha detectado en el duodeno y en el ciego de pacientes inmunocompetentes

(Vannatta et al., 1985) e inmunosuprimidos (Narkewicz et al., 1989).

No se conocen cuales son los determinantes de patogenicidad,
pero existen diferentes hipotesis. Garavelli et al. (1991) indicaron que la
infeccion por B. hominis depende de la interaccion entre el sistema inmune y
el microambiente en el intestino del hospedador y propusieron una accion
téxico-alérgica que daria lugar a una inflamacién inespecifica de la mucosa

colénica.

Lee (1991) detectd niveles bajos de Escherichia coli y
Lactobacillus, un pH fecal elevado y sobrecrecimiento de Candida, en casos
crénicos de blastocistosis. Ante estos hechos, sospechd que B. hominis
podria tener una débil patogenicidad que contribuiria a la enfermedad como
parte de un gran cuadro que incluiria otros componentes nutricionales y
digestivos. Otros autores consideran que se comporta como patdégeno en
pacientes inmunodeprimidos (Cook, 1987; Llibre et al., 1989; Ayadi et al.,
1992).

Zuckerman et al. (1994) realizaron ensayos para detectar
incrementos en la permeabilidad intestinal con 51Cr EDTA. El incremento de
la permeabilidad puede interpretarse como una evidencia indirecta de dafno
intestinal; pero sus resultados fueron negativos. Por el contrario, Dagci et al.
(2002) mostraron un incremento de la permeabilidad intestinal significativo
estadisticamente, en pacientes infectados por B. hominis respecto de un
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grupo control; con valores similares a los obtenidos en Giardia lamblia. La
molécula utilizada por este grupo fue DTPA (dietil-triamina-penta-acido
acético) marcada con tecnecio 99™. Este ultimo estudio contribuye a reforzar

la idea de B. hominis como protozoo patégeno.

En la busqueda de determinantes de patogenicidad, Long et al.
(2001) co-cultivan células de B. hominis con lineas celulares de epitelio
colonico (HT-29 y T-84). Pasadas 24 horas no se observan efectos
citopaticos, pero si se detectan incrementos significativos de citoquinas, en
concreto IL-8 y el GM-CSF. Estos datos indican que B. hominis induce y
modula la produccion de citoquinas en células del epitelio intestinal, lo cual
permiten plantear que durante la infeccion se produzcan eventos
patofisiolégicos. Pese a que no se ha encontrado un modelo experimental
adecuado para reproducir el ciclo completo del parasito, existen estudios en
animales de experimentacion y evidencias clinico-biolégicas en humanos,

que abogan por el caracter patégeno de B. hominis.

1.5.1. Estudios patogénicos en humanos

Existe un cierto consenso sobre B. hominis como causa de
enfermedad cuando se confirma la ausencia de cualquier otro patdégeno
conocido (bacteriano, virico o parasitario) y aparece en numero elevado en
las heces (>5 / 40x). Tal y como publican los siguientes autores: Garcia et al.
(1984); Ricci et al. (1984); LeBar et al. (1985); Vannatta et al. (1985);
Sheenan et al. (1986); Kain et al. (1987); Pikula (1987); ElI Masry et al.
(1988); Garcia Pascual et al. (1988); Russo et al. (1988); Mai Nguyen y
Krech (1989); Zierdt (1991b); Ayadi et al. (1992) y Carbajal et al. (1997a).

Sin embargo, diversos estudios no encuentran correlacion entre el
numero de B. hominis en heces y la aparicion de enfermedad (Markell y
Udkow, 1986; Kain et al., 1987; Kain y Noble, 1989; Sun et al., 1989; Doyle
et al., 1990; Senay y MacPherson, 1990; Steinmann et al., 1990). Asimismo,
otros autores consideran a B. hominis como un patdégeno potencial,
independientemente del recuento y del hospedador (Babcock et al., 1985;
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Weg et al., 1987; Garavelli et al., 1988; Babb y Wagener, 1989; Guglielmetti
et al., 1989; Llibre et al., 1989).

Sheenan et al. (1986), Kain et al. (1987) y Carbajal et al. (1997a)
coinciden en que la vision de un gran numero de parasitos en heces se
asocia mas frecuentemente con formas agudas, aunque no es predictivo de
diarrea necesariamente; al igual que ocurre con el morfotipo ameboide que
predomina sobre el vacuolar en cuadros diarreicos agudos (Zierdt, 1991a;
Carbajal et al., 1997a; Lanuza et al., 1997a). Matsumoto et al. (1987) no

observan este morfotipo en ninguna de sus muestras.

Los estudios anatomopatoldgicos coinciden en que la parasitacion
por B. hominis no es una infeccidn entero-invasiva (Zierdt y Tan, 1976a;
Zuckerman et al., 1990). No obstante, se han comunicado casos de colitis e
ileitis terminal con una reaccion inflamatoria inespecifica de la lamina propia
(Kain et al., 1987; Russo et al., 1988; Tsang et al., 1989). Cohen (1985) no
observo invasion, aunque la apariencia endoscopica del sigma y la
observacion de células inflamatorias en las heces si sugerian invasion
tisular. Galantowicz et al. (1993) observaron, mediante biopsia colonica,
colitis inespecifica, infiltracion focal de glandulas por neutréfilos, infiltrado
plasmocitario en lamina propia y cambios epiteliales. Se ha comunicado un
caso de proctosigmoiditis hemorragica, donde mediante biopsia del
sigmoides se observo eritema difuso e inflamacion moderada (Carrascosa et
al., 1996).

Otro de los factores que apoyan la patogenicidad de este
microorganismo es la remision de la sintomatologia y la aclaracién de las
heces tras tratamiento antibiético (Babb y Wagener, 1989; Qadri et al., 1989;
Jeddy y Farrington, 1991; Galantowicz et al., 1993; Carrascosa et al., 1996;
Levy, George y Shoenfeld, 1996).

Sin duda la hipdtesis que sigue cobrando mas fuerza es la

existencia de poblaciones de B. hominis con diferente potencial patégeno
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(Kukoschke y Muller, 1991; Garavelli et al., 1995; Mansour et al., 1995;
Zierdt et al., 1995; Clark, 1997; Kaneda et al., 2001).

1.5.2. Efectos en los animales de experimentacion

Boreham y Stenzel (1993b) enfatizan en que uno de los
principales problemas para verificar el papel de Blastocystis hominis como

patdgeno, es la falta de un modelo experimental adecuado.

Phillips y Zierdt (1976) inocularon, por via oral y cecal, cultivos
axénicos y no axénicos de B. hominis en animales de laboratorio vy
comprobaron que unicamente los cultivos no axénicos producia hiperemia
macroscopica y alteraciones microscopicas de la mucosa intestinal. Por este
motivo, Narkewicz et al. (1989) sugirieron que la flora intestinal desempefia
un importante papel en la patogenicidad de este parasito. Silard et al. (1977)
inocularon intrahepaticamente B. hominis asociado a E. histolytica y
observaron a B. hominis en vasos sanguineos, lo cual les sugirié su posible
diseminaciéon hematdgena. La produccion de una reaccion exudativa de tipo
alérgico y la supervivencia del parasito en el higado, les indujo a pensar en
la adaptabilidad de este parasito al tejido hepatico y su potencial
patogenicidad extraintestinal. Zierdt (1991a) en un modelo experimental de
asa ileal aislada de conejo, demostr6 la existencia de una toxina

diarreogénica en los filtrados de los cultivos de B. hominis.

Moe et al. (1997) inoculan ratones jovenes inmunocompetentes
con quistes fecales de B. hominis (xénicos) por via oral, e intracecalmente
con formas vacuolares y granulares procedentes de cultivo axénico. Los
parasitos se detectaron en heces a los dos dias post-inoculacion, con
infecciones a las dos semanas. La infeccion producia pérdida de peso y
aletargamiento, y la aparicién de infiltrado celular y edema en la lamina

propia. La conclusion es que se trata de un parasito intestinal no invasivo.
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En un estudio relacionado, cuando B. hominis era inyectado
intramuscularmente en los ratones (Moe et al., 1998) las lesiones que

aparecieron se autolimitaron a mionecrosis.

1.6. Manifestaciones clinicas

B. hominis es considerado responsable de un cuadro clinico
denominado “blastocistosis” y que, Garavelli et al. (1992) y Garavelli y
Libanore (1993) han llamado enfermedad de Zierdt-Garavelli. En las
infecciones sintomaticas por este organismo la manifestacion clinica mas
frecuente es la diarrea. El cuadro clinico puede ser leve y autolimitado,
agudo o cronico, con una duracion que oscila entre 3 y 10 dias, aunque
puede persistir durante meses. Otras manifestaciones clinicas frecuentes
son el dolor abdominal, la flatulencia, nauseas, vomitos y molestias

abdominales inespecificas (Zierdt, 1991a; Boreham y Stenzel, 1993b)

Unicamente se ha comunicado un caso de muerte por diarrea
refractaria y fulminante de etiologia desconocida, en el cual el uUnico
enteropatégeno hallado fue B. hominis (Zierdt y Tan, 1976a). Jeddy y
Farrington (1991) describieron un caso de infeccion por B. hominis en un
paciente con colitis ulcerosa en fase activa, tras tratamiento especifico frente

a la parasitosis se produjo la curacién clinica y desaparecieron los sintomas.

Varios estudios refieren eosinofilia periférica en pacientes
parasitados por B. hominis (Sheenan et al., 1986; Garavelli et al., 1988 y
1991; Garcia Pascual et al., 1988; Krech et al., 1990; Botet et al., 1992; Fleta
et al., 1993). Otros autores, sin embargo, no hallaron aumento de eosinofilia

en sus series (Weg et al., 1987; Waghorn y Hancock, 1991).

La aparicion de cuadros diarreicos cronicos, persistentes o
recidivantes es mas frecuente en pacientes inmunocomprometidos (Ricci et
al., 1984; Cook, 1987; Weg et al., 1987; Garavelli et al., 1989a y 1989b; Lee
et al., 1990); observado también en pacientes VIH (Llibre et al., 1989;
Narkewicz et al., 1989; Salavert et al., 1989; Garavelli et al., 1990a y 1990b).
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Por lo que hay autores plantean la posibilidad de que se trate de un
patdgeno oportunista (Devera et al., 1998); mientras que otros aseveran lo

contrario (Pinel et al., 1999).

Existen pocas referencias en las que B. hominis se asocie a
cuadros extraintestinales. Lee et al. (1990) comunicaron un caso de artritis
en la que se visualizé B. hominis en el liquido sinovial, responsabilizando al
estado de inmunodepresion por el tratamiento antiinflamatorio, de la
diseminacién hematogena del parasito. Lakhanpal et al. (1991) publicaron un
caso de artritis reactiva tras enteritis por B. hominis y consideraron que este

parasito deberia tenerse en cuenta en este tipo de procesos.

También se ha descrito manifestaciones alérgicas tales como
urticaria, angioedema, prurito, rinitis, asma bronquial, rinoconjuntivitis,
artralgias, asociadas a la presencia de B. hominis en heces (Muntean y
Boceat, 1989; Martin et al., 1992; Bartolomé et al., 1993; Tértola et al.,
1994). Boccardo et al. (1996) describieron un caso de peritonitis en un
paciente sometido a dialisis peritoneal ambulatoria, en el que se aislaron

Pseudomonas aeruginosa 'y B. hominis.

Ademas se han descrito diversos signos y sintomas generales e
inespecificos, tales como fiebre, cefalea, insomnio, mareo, laxitud, anorexia,
pérdida de peso, deshidratacién, tenesmo, prurito y ocasionalmente
estrefimiento (Zierdt, 1991a). Se ha asociado la parasitacion por B. hominis
con el sindrome de colon irritable. Hussain et al. (1997) demostraron que los
pacientes con sindrome de colon irritable tenian titulos significativamente
elevados de 1gG2 frente a antigenos carbohidratados de B. hominis. En otro
estudio realizado por Giacometti et al. (1999) se describe asociacidon entre
pacientes con sindrome de colon irritable y la presencia de B. hominis en sus
heces. No se ha podido confirmar que B. hominis sea el agente etiolégico
primario del sindrome de colon irritable, quizas sea la disrupcién de la flora
microbiana en estos pacientes la que favorezca las condiciones para que B.

hominis prolifere.
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Coincidiendo con que determinados microhabitats intestinales
pueden favorecer el sobrecrecimiento de B. hominis; Horiki et al. (1999)
demuestran que en el caso de cuatro pacientes que presentaban obstruccion
intestinal debida a un carcinoma, y en los que el numero de parasitos
detectados era muy elevado (30/100x); una vez resuelta la obstruccion
mediante cirugia y sin administrar terapia especifica, la parasitosis remitia
hasta desaparecer. Existe otra referencia publicada por Ghosh et al. (1998)
que incide en el caracter patogeno de Blastocystis en un paciente con
transplante alogénico de médula 6sea en el que se produce un cuadro
agudo de enfermedad intestinal post-transplante (GVHD), complicado por la
presencia de B. hominis. El paciente sufrié de diarrea profusa con recuento
elevado de parasitos, infiltrado focal neutrofilico en lamina propia
demostrado mediante biopsia rectal, y respondi6 a la terapia con

metronidazol.

1.7. Aspectos epidemiolégicos

B. hominis es un parasito intestinal de distribucién cosmopolita, y
el que se detecta con mas frecuencia en cualquier parte del mundo. Los
datos de prevalencia son dispares, entre el 3 y el 16% en los paises
desarrollados hasta el 50%, en paises en vias de desarrollo (Boreham y
Stenzel, 1996). Los datos de menor prevalencia son los publicados en Japén
por Horiki et al. (1997), quienes tras analizar una poblacién de 6422

asintomaticos, tan sélo encuentran parasitacién en 30 de ellos (0,5%).

La carencia de agua, alcantarillado y un incorrecto tratamiento de
las aguas residuales, aumentan los riesgos de contraer la infeccién (Cirioni
et al., 1999; Guignard et al., 2000; Taamasri et al., 2000). El incremento del
riesgo de infeccion se asocia también con el lugar de trabajo. En un estudio
realizado en Malasia por Rajah Salim et al. (1999) analizando la prevalencia
en manipuladores de animales, encuentran que el 41% estaba parasitado
por Blastocystis, con un ratio de un 17% respecto al grupo control. Los
autores sugieren que probablemente adquieran la infeccion por via oral-
fecal.
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Herwaldt et al. (2001) comprueban, con un grupo de voluntarios en
Guatemala, que el riesgo de adquirir la infeccidn es significativamente mayor

cuando se trabaja en areas en las que este parasito es endémico.

No se han encontrado diferencias significativas de prevalencia
entre ambos sexos, solo un ligero predominio en el sexo femenino (Garcia et
al., 1984; Reinthaler et al., 1987; Qadri et al., 1989; Sun et al., 1989; Senay y
MacPherson, 1990; Grossman et al., 1992; Nimri, 1993; Carbajal et al.,
1997a). Pero si hay un mayor un predominio de B. hominis en poblacién
adulta sobre la poblacion infantil (Kain et al., 1987; Qadri et al., 1989; Doyle
et al., 1990; Senay y MacPherson, 1990; Carbajal et al., 1997a; Wang et al.,
2002).

Los viajes a paises tropicales y subtropicales se han asociado con
mayor riesgo de adquirir la parasitosis (Sheehan et al., 1986; Kain et al.,
1987; Yamada et al., 1987a; Babb y Wagener, 1989; Narkewicz et al., 1989;
Guglielmetti et al.,1989; Pinel et al., 1999; Harms et al., 2002). Parece que el
clima también pueda favorecer la incidencia de la infeccién. Babcock et al.
(1985), en Nepal, describieron un marcado incremento de B. hominis (del
10% al 24,7%) en los meses premonzonicos (abril, mayo y junio). Ademas,
Boreham y Stenzel (1993b) indicaron que se daba un aumento de la
prevalencia en los meses calurosos y humedos del verano. Por el contrario,
otros autores no han observado ninguna variacién estacional (Garavelli y

Scaglione, 1989a).

En cuanto a la parasitosis en inmunosuprimidos, la prevalencia no
difiere de la poblacion normal en el caso de pacientes con el sindrome de
inmunodeficiencia adquirido (Borras et al., 1991c), aunque hay autores que
apuntan lo contrario (Devera et al., 1998). La parasitacion ha resultado ser
especialmente relevante en inmunodeprimidos aquejados de hemopatias

malignas (Pinel et al., 1999).
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1.7.1. Datos de prevalencia en Espaina

En nuestro pais se han realizado diversos estudios
epidemiologicos sobre la parasitacion por B. hominis. Martin et al. (1992)
estudiaron la prevalencia de este parasito en poblacion infantil y objetivaron
la tasa de prevalencia mas elevada en nifios en edad escolar de entre de 10
a 14 anos (10,3%). Ademas, constataron una tasa del 2,57% en nifios
hospitalizados, cuyo unico enteropatdgeno fue B. hominis, inferior a la
descrita por Clavel et al. (1991) en niflos hospitalizados con sintomas

gastrointestinales.

Borras et al. (1991b y 1991c), mostraron una prevalencia que
oscilaba entre 3% y el 30% en pacientes asintomaticos y sintomaticos. En un
estudio comparativo entre pacientes infectados (VIH) y no infectados (NVIH)
por el virus de la inmunodeficiencia humana, observaron una tasa
ligeramente superior, aunque carente de significacion, en pacientes VIH
(6,2% VIH frente a 5,3% NVIH).

Pena et al. (1992) encontraron un 5,5% de pacientes con B.
hominis; Bartolomé et al. (1993) indicaron que este parasito es el mas
prevalente en pacientes alérgicos; mientras que Tortola et al. (1994)
detectaron una tasa del 13,3%. El ultimo estudio publicado es el de Carbajal
et al. (1997a), quienes comunicaron una prevalencia global del 16,5% y una
proporcion de portadores asintomaticos del 3,3%. Sin diferencias entre
poblacién VIH frente a NVIH (18,6% VIH frente a 17% NVIH) destacables.

1.7.2. Mecanismos de transmision

La parasitacion por B. hominis es considerada una zoonosis cuya
via de transmision es fecal-oral. Diversos estudios encuentran correlacion
entre esta parasitacion y el consumo de agua no tratada (Kain et al., 1987,
Reinthaler et al., 1988a). Garavelli y Scaglione (1989a) afirmaron que la
transmision de B. hominis se produce por la ingestion de agua, frutas o
vegetales contaminados con excrementos de animales. Ademas de la
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existencia de reservorios animales, consideraron la posibilidad de
transmision interhumana por manos sucias, relacion orogenital y oroanal. La
existencia de brotes epidémicos en instituciones cerradas y en familias
constituye otra evidencia que sustenta la transmision fecal-oral (Yamada et
al., 1987b; Guglielmetti et al., 1989). Zaman et al. (1994b) aislan B. hominis
del alcantarillado. Taamasri et al. (2000) en un estudio realizado con

soldados, relacionan esta parasitosis con la calidad del agua de bebida.

La descripcion de formas quisticas y la demostracién, en modelo
animal, de que uUnicamente animales inoculados con estas formas
excretaban trofozoitos fecales (Suresh et al., 1993), confirman esta via de
transmision. En un estudio realizado en viviendas en las que se criaban
cerdos, Devera et al. (1999) demostraron que en todas las viviendas con
cerdos parasitados por Blastocystis spp. habia casos en humanos;
argumentando que los cerdos podrian actuar como reservorios de la

infeccion.

Yoshikawa et al. (1996c), mediante técnicas moleculares,
sefalaron la posibilidad de que esta parasitacion sea una zoonosis al
demostrar la existencia de variaciones intraespecificas en aislados de B.

hominis procedentes de diferentes hospedadores.

La transmision interhumana se evidencia en un estudio realizado
por Yoshikawa et al. (2000) en el que al comparar el genoma de cepas
procedentes de dos centros de salud diferentes, observaron que el
intercambio humano venia acompafnado de intercambio de cepas; por lo que

consideran la infeccion por B. hominis como una antropozoonosis.

1.8. Tratamiento

Debido a la controversia sobre su patogenicidad, no existe
consenso sobre la necesidad terapéutica en la parasitacion por B. hominis,
salvo en el caso de los portadores asintomaticos en el que todos coinciden
en no tratar (Haldane, 1988). Las principales razones aducidas para
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desaconsejar el tratamiento son: la curacion bioldgica espontanea (Babb y
Wagener, 1989), la aparicion de efectos secundarios (Narkewicz et al.,
1989), el caracter autolimitado de la infeccién (Zierdt, 1991a) y la
persistencia de B. hominis tras el tratamiento antibidtico (Cohen, 1985;
Markell, 1995). Grossman et al. (1992) no encontraron una diferencia
significativa entre la ratio de erradicacion de B. hominis con metronidazol y la

desaparicion espontanea del parasito en heces.

Sin embargo, hay autores que aconsejan el tratamiento en
pacientes sintomaticos, con independencia del estado inmunitario, aun
cuando la resolucion espontanea pudiese acontecer ocasionalmente
(Vannatta et al., 1985; Weg et al., 1987; Haldane, 1988; Russo et al., 1988;
Krech et al., 1990; Botet et al.,1992).

Garcia-Martos y Benjumeda (1992) establecen como criterios
terapéuticos la persistencia o recurrencia de sintomas, la aparicion de

eosinofilia y la observacion de gran numero de B. hominis.

El tratamiento en las infecciones por B. hominis, se administra de
forma empirica, sin estudios de sensibilidad previos. El farmaco de eleccion
es el metronidazol, a dosis entre 250 y 750 mg/8h/vo durante 5 a 10 dias
(Kain et al., 1987; Qadri et al.,1989; Telalbasic et al., 1991). En nifios,
Guglielmetti et al. (1989) utilizaron este farmaco a dosis de 50mg/kg de peso
cada 8 h. Normalmente se consigue la resolucién de la sintomatologia y el
aclaramiento de las muestras tras catorce dias de tratamiento; sin embargo,
se han comunicado casos donde la eliminacion del parasito puede
prolongarse entre 3 y 6 meses. También se han descrito recidivas (Weg et
al., 1987; Garavelli et al., 1989b y 1991). Zaman y Zaki (1996b) demuestran
la ineficacia del metronidazol con dosis de mas de 5 mg/ml en un
concentrado fecal de quistes, y sugirieron la necesidad de encontrar una
droga cistocida que evite recidivas y reduzca el riesgo de transmision

exogena.
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La descripcion de fallos terapéuticos y de intolerancia a dosis tan
elevadas de metronidazol ha motivado el empleo de otros farmacos. Zierdt
(1991a) sugiere que en los casos de blastocistosis crénica se aumente la
dosis de metronidazol, y si se trata de una blastocistosis refractaria al
farmaco, se proceda a la administracion de tetraciclinas para eliminar el
soporte bacteriano esencial para la supervivencia de B. hominis. Dunn y
Boreham (1991) valoran la capacidad inhibitoria de 42 drogas encontrando
que las mas efectivas eran el dihidrocloro emetina, furazolidona, satranidazol
y S75 0400A.

Haresh et al. (1999) encuentran distinto grado de resistencia al
metronidazol en aislados humanos procedentes de diferentes localizaciones
geograficas; sosteniendo que la dieta, la respuesta inmunitaria del
hospedador o la influencia del medio ambiente, son factores que pueden
afectar a la sensibilidad al metronidazol de Blastocystis. En los ultimos
tiempos se realizan los ensayos de sensibilidad a los farmacos utilizando
colorantes vitales, como el rojo neutro, que permiten conseguir datos de
viabilidad cuantitativos (Vdovenko y Williams, 2000b).

Otras pautas terapéuticas utilizadas con buenos resultados han
sido: paromomicina, a dosis de 25 mg/kg/vo cada 8 horas durante 5 a 10
dias (Boreham y Stenzel, 1993a), tinidazol a razén de 2 g/d/vo durante 4
semanas (Cohen, 1985; Zaki et al., 1991), el iodoquinol (Zuckerman et al.,
1990). Varios estudios comunicaron otros farmacos efectivos para esta
parasitacion: iodoquinolona (Haldane, 1988), cotrimoxazol (Schwartz vy
Houston, 1992; Ok et al., 1999), furazolidona (Narkewicz et al., 1989),

rifaximina (Amenta et al., 1999).

Yang et al. (1996) buscaron nuevas alternativas en la medicina
tradicional china realizando un ensayo de sensibilidad in vitro con tres
cultivos axénicos de Blastocystis. De los 20 extractos probados encontraron

dos con capacidad altamente inhibitoria (Coptis chinensis y Brucea javanica).
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Actualmente la pauta terapéutica a seguir es el metronidazol o el
idoquinol como tratamientos de eleccion, y en segunda linea el cotrimoxazol

y la paromomicina (Stenzel y Boreham, 1996).

1.9. Nuevas perspectivas

Durante la ultima década se ha realizado un sustancial progreso
en la comprension de la biologia de B. hominis. Se han mejorado los
métodos de cultivo y de axenizacion, lo que ha permitido conocer mejor su
morfologia y el modo de transmision. Las nuevas aportaciones sobre
secuenciacion geénica, permitiran comparar las secuencias que se van
obteniendo en las bases de datos existentes, y asi investigar el
funcionamiento de sus homodlogos. Pero a pesar de la nueva informacion
que va surgiendo, los datos sobre su ciclo biolégico, su taxonomia o su
condicion como patdégeno primario, siguen sin ser concluyentes y en cierto
casos resultan contradictorios; por lo que aun quedan muchos aspectos de
la biologia basica de Blastocystis pendientes de conocer. Uno de los ultimos

hallazgos se refieren al fenémeno de muerte celular programada.

1.9.1. Muerte celular programada

Se pensaba que la apoptosis se daba unicamente en organismos
multicelulares, la observacion de fendmenos de muerte celular programada o
apoptosis manifestada por algunos parasitos unicelulares, incluido B.
hominis, se conoce desde hace poco tiempo. La muerte celular programada
es un mecanismo que restringe el dafio a las células afectadas al mantener
intactas las estructuras membranosas de estas células; al contrario que la
muerte celular necrética que implica liberacion del contenido intracelular
citotoxico, que puede perjudicar a las células vecinas y a los tejidos. Los
articulos relativos a muerte celular en bacterias, levaduras y protozoos
parasitos plantean que la maquinaria celular de la apoptosis esta altamente
conservada y probablemente existia desde antes de que apareciera la
multicelularidad (Tan et al., 2002). La propuesta para que se produzca
apoptosis en organismos unicelulares, seria que bajo condiciones de falta de
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alimento una proporcion de las células sufriria muerte programada para

proveer de alimento a la parte de la poblacion que sobrevive.

Tan et al. (2001a) investigan la existencia de estos fenomenos en
colonias de B. hominis crecidas en agar semisélido. Tras fijarlas in situ 'y
procesarlas para TEM, revelan que las células localizadas en el centro de las
colonias, sufren una extrafia fragmentacibn en numerosas estructuras
membranosas que contienen los distintos organulos. Plantean que las
estructuras membranosas son analogas de los cuerpos apoptéticos descritos
en las células de mamiferos, y que servirian para reducir el numero de
células que sufriran dafos. En la periferia de las colonias se ven formas
ameboides con estas estructuras membranosas en su interior,

probablemente ingeridas para ser utilizadas como nutrientes.

Nasirudeen et al. (2001a) indujeron la apoptosis en células de B.
hominis, tras exponerlas a la accion del anticuerpo monoclonal citotdxico
1D5 (Tan et al., 1997). Los efectos observados con el TEM se resumen en:
reduccion del tamafo celular, condensacion del material cromatinico,
fragmentacion del ADN nuclear, externalizacion de la fosfatidil-serina y el
acumulo de cuerpos apoptoéticos en la vacuola central; manteniendo la

integridad de la membrana plasmatica.

Con el objetivo de dar aproximaciones nuevas al fendbmeno de
muerte celular programada, y no las meramente morfolégicas o
histoquimicas, Nasirudeen et al. (2001b) focalizan sus estudios hacia la
familia del gen y de las proteinas de la caspasa, evolutivamente muy
conservadas, y que juegan un papel crucial en la activacién del proceso de
apoptosis (Tan et al.,, 2002). Estudios recientes han mostrado que las
proteinas similares a la caspasa-3 existentes en B. hominis incrementan
significativamente su actividad durante la muerte apoptética, y han
conseguido el aislamiento del gen homélogo de la caspasa-3 por alineacion

de la secuencia peptidica y PCR.

45



Tesis Doctoral Maria Victoria Dominguez Marquez Introduccién

Estos hallazgos afiaden a B. hominis en la lista creciente de
organismos unicelulares que exhiben fendmenos de apoptosis; dando la
oportunidad de identificar y caracterizar nuevas moléculas involucradas en el
mecanismo de muerte programada. El hecho de que ciertos reguladores de
este fendbmeno estén conservados entre los protozoos parasitos, pero sean
suficientemente divergentes respecto del de los humanos, plantearia la
posibilidad de buscar nuevos farmacos que activaran estas dianas y

encaminaran a las células parasitas hacia la apoptosis.
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2. Objetivos
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En los ultimos afos, diversos trabajos han puesto de manifiesto la
existencia de variaciones intraespecificas entre aislados de B. hominis. La
descripcion de diferentes perfiles proteicos, cariotipos y zimodemas,
constituyen entre otras, pruebas de la posible existencia de poblaciones
morfolégicamente idénticas que quizas estén dotadas de un potencial
patogénico diferente; y aunque actualmente este extremo no ha sido
totalmente confirmado, existen evidencias de que esa posibilidad es

plausible.

El aislamiento de B. hominis en procesos diarreicos agudos y
cronicos como unico agente causal, frente a su aislamiento en portadores
asintomaticos; permite presuponer que, al margen de diferencias en la
susceptibilidad individual, existan diferencias en el potencial patogénico de

este organismo.

El objeto de este estudio es el de establecer asociaciones entre
las variantes moleculares detectadas y su significacion clinica, para lo cual

NOS Propusimos:

1.- Cultivar y axenizar aislados de B. hominis de muestras fecales
de pacientes con sindromes diarreicos, asi como de

portadores sanos.

2.- Detectar el grado de variacion genética criptica en estos
aislados mediante el analisis de los perfiles de RFLP,

obtenidos a partir de dos amplicones diferentes.
3.- Evaluar el poder discriminatorio del estudio de secuencias
repetitivas de ADN mediante PCR, en la deteccion de

variacion intraespecifica de aislados de este organismo.

4.- Comprobar la posible existencia de zimodemas entre algunas

de las actividades enzimaticas expresadas por este parasito.
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3. Material y métodos
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3.1. Origen de los aislados

Para la realizacion del presente estudio se utilizaron cepas de

coleccién y aislados recientes de B. hominis.
3.1.1. Cepas de coleccion

Se incluyeron 13 cepas axénicas de coleccion (BH91-01 y 02;
BH92-05,07,08,09,10,12,16 y 17; BH93-18,19 y 20), obtenidas de pacientes
sintomaticos: 38,5% con diarrea aguda frente a 61,5% con diarrea cronica;
61,5% hombres frente a 38,5% mujeres; 76,9% adultos frente a 23,1% nifios
(tabla1) (Carbajal et al. 1997, Lanuza et al. 1997a), conservadas a —70°C en

medio Boeck-Drbohlav modificado (Lanuza et al. 1997a).

Tabla 1.- Caracteristicas de la poblacién origen de las cepas de colecciéon

Caso Sexo Grupo Diarrea Enteropatégenos
etario

BH91-01 H A Cronica

BH91-02 H A Cronica

BH92-05 H I Cronica

BH92-07 H A Cronica*

BH92-08 M I Crénica Salmonella spp.
BH92-09 H I Aguda

BH92-10 M A Cronica*

BH92-12 M A Cronica

BH92-16 H A Aguda

BH92-17 M A Aguda

BH93-18 M A Cronica*

BH93-19 H A Aguda

BH93-20 H A Aguda

H: hombre; M: mujer; A: adulto; I: nifio; *: paciente inmunodeprimido
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3.1.2. Aislados recientes

Se obtuvieron mediante cultivo de muestras fecales no
conservadas de origen humano, remitidas al Servicio de Microbiologia del
Hospital Clinico Universitario de Valencia. Durante un periodo de dos afos,
se procesaron 260 muestras de sendos pacientes (ratio hombre-mujer:
1,13:1; ratio adulto-nifio: 4,84:1; ratio diarrea-ausencia de diarrea: 11,38:1;

ratio inmunocompetente-inmunodeprimido: 4,91:1), elegidas al azar (tabla 2).

Tabla 2.- Caracteristicas de |la poblacion estudiada

Poblacion

Totales
Infantil Adulta

N° de casos % N° de casos % N° de casos %

Hombre 17 45,9 121 54,3 138 53,1
Mujer 20 54,1 102 45,7 122 46,9
Asintomaticos 4 10,8 17 7,6 21 8,1

Sintomaticos 33 89,2 206 92,4 239 91,9
Inmunosuprimidos 0 0 44 19,7 44 16,9
Inmunocompetentes 37 100 179 80,3 216 83,1

El estudio microbioldgico incluyd: i) examen macroscoépico para la
valoracion de la consistencia fecal y la deteccion de estigmas patoldgicos; ii)
examen microscopico directo para la identificacion de elementos parasitarios
y recuento de B. hominis (Carbajal et al. 1997a), y para la detecciéon de
células inflamatorias, hematies y cristales de Charcot-Leyden; iii) estudio
parasitologico tras concentracion por el método de Ritchie modificado (Ridley
y Nawgood, 1956). Aquellas muestras positivas para B. hominis a las que no
se les habia solicitado otros estudios microbioldgicos, fueron procesadas
para el aislamiento de enteropatégenos bacterianos (Murray, 1996), y en el
caso de la poblacidn infantil se incluyé también la deteccion de antigenos de

rotavirus y adenovirus (Biokit S.A., Barcelona).
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3.2. Aislamiento en cultivo de B. hominis

Se utilizé el medio Boeck-Drbohlav (Zierdt 1963, 1973) modificado

por Lanuza et al. 1997a.

3.2.1.

Preparacion del medio de cultivo

El medio Boeck-Drbohlav modificado (MBDM) es un medio

bifasico, compuesto por una fase sdlida, obtenida mediante coagulacion de

una ovosuspension preparada con solucion de Locke, y una fase liquida que

contiene suero y la citada solucion:

Preparaciéon de la solucion de Locke: Se utilizd la solucion de
Locke modificada por Lanuza et al. (1997a): glucosa (Difco
Laboratories, Detroit, Michigan) 0,5% p/v; cloruro sodico (Panreac
Quimica S.A., Montcada i Reixac) 1,6% pl/v; cloruro calcico (Merck,
Darmstadt) 0,04% pl/v; cloruro potasico (Panreac), 0,04% p/v; cloruro
magnésico (Merck) 0,002% p/v; Na;PO4 (Merck) 0,4% p/v; bicarbonato
sédico (Merck), 0,08% pl/v; fosfato monopotasico (Panreac), 0,06% p/v.
Los diferentes componentes eran disueltos en agua bidestilada,
mediante calor y agitacion. Tras 18 horas de reposo a temperatura
ambiente se procedia a su filtracion, a través de una capa de papel
Whatman n° 1 (Whatman International Ltda. Maydstone), vy

esterilizaciéon en autoclave a 121°C, durante 15 minutos.

Preparacion de la fase soélida: La fase solida se preparaba mediante
la coagulacion de una ovosuspension en solucion de Locke modificada
(4:1 vlv), para lo cual: i) el contenido de huevos completos,
previamente lavados con agua jabonosa y alcohol de 96° era
emulsionado mediante agitacion manual con solucion de Locke hasta la
obtencién de una mezcla homogénea; ii) la suspension era colada y
dispensada en tubos de vidrio de 16 x 160 mm, con tapdén de rosca, a
razon de 5 ml por tubo; iii) se procedia a la coagulacion en bafio

termostatizado (80°C, 30 minutos), de forma que quedara una lengueta
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de 3 a 4 cm de longitud; iv) los tubos eran esterilizados en autoclave

(121°C, 15 minutos) y conservados a 4°C, hasta su utilizacion.

e Preparacion del medio completo: El medio MBDM se obtenia tras la
adicion, sobre la fase soélida, de 4 ml de la fase liquida preparada
extemporaneamente mediante la mezcla (1:1, v/v) de solucién de
Locke y suero de caballo (Bifakit S.L., Madrid) inactivado a 56°C,

durante 30 minutos.

3.2.2. Cultivo

Alicuotas de 500 ul de las suspensiones fecales en solucidn
salina isotonica, en las que la observacion microscopica habia revelado la
existencia de B. hominis, fueron inoculadas en dos tubos de MBDM,
previamente pre-reducidos; uno de ellos con solucién antibidtica basica
(Zierdt y Williams, 1974), de modo que la concentracion final de los
antibidticos en la fase liquida fuese de: ampicilina (Gobemicina®, Lab.
Normon S.A., Madrid), 4mg/ml; estreptomicina (Estreptomicina sulfato®,
CEPA, Madrid), 1,25 mg/ml; anfotericina B (Fungizona®, Squibb, Industria
Farmacéutica S.A.) 0,006 mg/ml.

Los cultivos eran incubados a 37°C en atmdsfera anaerdbica,
obtenida mediante la adicion de 1 ml de parafina liquida estéril (Merck). Una
vez adaptado el parasito a las condiciones in vitro, que se constataba
mediante examen microscopico, semanalmente se efectuaban subcultivos
en MBDM pre-reducido, con y sin antibioticos, al tiempo que se realizaba el
aislamiento en cultivo de las bacterias aerobias y anaerobias, para su

identificacion y estudio de sensibilidad a los antibiéticos.

3.2.3. Proceso de Axenizacion

La eliminacion de las bacterias cocultivadas con B. hominis

resistentes a los antibidticos de la mezcla antibidtica basica, se realizé en

MBDM segun el protocolo de Lanuza et al. (1997a), que combina la
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purificacion parcial de B. hominis en gradiente de densidad y su inoculacion

en medio fresco suplementado con antibioticos activos frente a las bacterias:

Preparacion del gradiente de densidad: Se ha utilizado el método
del ficoll-acido metrizdico, preconizado por Upcroft et al. (1989), que se
preparaba mezclando 96 ml de la solucién de ficoll 400 (Pharmacie,
Uppsala) con 40 ml de acido metrizdico al 33% (Sigma) y ajustando la
densidad de la mezcla a 1.077 g/ml. Dicha solucion era esterilizada en
autoclave (121°C, 15 minutos) y conservada a 4°C al abrigo de la luz

hasta su utilizacion.

Protocolo: La eliminacién de las bacterias se realizd de modo
secuencial para facilitar la adaptacion del parasito al cultivo in vitro, en
ausencia de otros organismos, para lo cual: i) el sedimento del cultivo
en MBDM era depositado sobre 10 ml de la solucién de ficoll-acido
metrizdico, y centrifugado a 500 g durante 30 minutos; ii) la banda
situada a 0,5 -1 cm del menisco de la solucién era recogida y lavada
tres veces (500 g, 10 minutos) con solucién salina isotonica estéril; iii)
el sedimento obtenido era inoculado en MBDM pre-reducido adicionado
de antibidticos (vgr. imipenem -Tienam®-, Merck; ceftazidima -
Fortam®-, Glaxo Welcome, PTM, Madrid; fosfomicina -Fosfocina®-
CEPA, Madrid; vancomicina -Diatracin®, Lab Normon; ciprofloxacino -
Rigoran®, VITA, Barcelona), de modo que la concentracién final en la

fase liquida del medio fuese de 1,25 mg/ml.

Comprobacion: La adecuada axenizacién de los cultivos de B.
hominis se determind mediante examenes microscopicos directos,
tincion de Gram, y aislamiento en cultivo en condiciones aerobicas y

anaerobicas.

3.2.4. Mantenimiento de los cultivos

Con la finalidad de evitar los riesgos de contaminacién microbiana

y de deriva genética, los cultivos axénicos y monoxénicos de B. hominis
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fueron criopreservados, segun los protocolos de Ziertd (1974) y Suresh et al.

(1998), hasta su posterior utilizacion:

3.3.

Protocolo de Ziertd (1974): Los cultivos en fase logaritmica de B.
hominis eran envueltos con algodon, congelados a —20°C durante 24
horas, y posteriormente mantenidos a —70°C. Para su recuperacion, se

procedia a su descongelacién e inoculacion en MBDM pre-reducido.

Protocolo de Suresh et al. (1998): El sedimento de los cultivos en
MBDM era transferido a 10 ml de medio de Dulbecco Iscove modificado
(IMDM, Gibco, Life Technologies, Scontland, UK) suplementado con
suero de caballo al 20% (v/v) (Bifakit) inactivado a 56°C durante 30
minutos, y el medio era sellado con 1 ml de parafina liquida estéril
(Merck) para garantizar las condiciones de anaerobiosis. Al cabo de 3 o
4 dias de incubacion a 37°C, los cultivos eran centrifugados (500 g, 2
minutos), y los sedimento transferidos a criotubos (Nunc, Nalge
International, Denmark) que contenian 2 ml de medio de congelacion
(70 ul de suero bovino fetal, Gibco; 150 ul de glicerol, Merck; 1.780 pnl
de medio Minimo Esencial, Gibco). Los criotubos tras permanecer 30
minutos a temperatura ambiente eran congelados secuencialmente a
—20°C y —70°C durante 2 y 12 horas, respectivamente, y finalmente
eran conservados en nitrégeno liquido. Para su recuperacion el
contenido de los criotubos, previamente descongelado, era lavado dos
veces con IMDM (500 g, 2 minutos) con el fin de eliminar el medio de

congelacion, e inoculado en MBDM pre-reducido.

Detecciéon de variacion genética en aislados de B. hominis

mediante analisis de RFLP

Con el objetivo de examinar el grado de variacion genética

criptica en los aislados de B. hominis de origen humano objeto de estudio,

se utilizaron distintas técnicas de “riboprinting” (Bohm-Gloning et al.,1997;

Clark, 1997), consistentes en la amplificacion de una region de ADN que
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codifica para ARN ribosémico y posterior analisis la longitud de los

fragmentos obtenidos tras restriccion enzimatica de dicha region.

3.3.1. Procedimiento de extraccion de ADN

Se comparo la eficacia de dos procedimientos, el primero fue el
descrito por Bohm-Gloning et al. (1997), para lo cual: i) el sedimento de los
cultivos en MBDM era lavado dos veces (300 g, 5 min) con tampdn fosfato
salino (PBS, Oxoid, Hampshire), y la biomasa era resuspendida con 1 ml del
mismo tampon; ii) la suspensién celular era depositada en un gradiente de
percoll (Pharmacie, Biotech AB, Amersham) al 40%, y la mezcla era
centrifugada (300 g, 10 minutos); iii) las células localizadas en la interfase
eran recogidas cuidadosamente y lavadas dos veces (300 g, 5 minutos) con
PBS (Oxoid); iv) el sedimento obtenido era resuspendido en un tubo
eppendorf con 200 ul de agua bidestilada estéril y conservado a 4°C, hasta

su utilizacion.

El segundo método se realizd segun el protocolo descrito por
Clark (1997), para lo cual: i) el sedimento del cultivo en MBDM era lavado
dos veces (300g, 5 minutos) con tampon PBS (Oxoid) y la biomasa obtenida
era resuspendida, en un tubo eppendorf, con 180 ul del mismo tampodn; ii) a
cada muestra se le anadian 200 upl del tampén de lisis (0,1M
etilendiaminotetracetato disédico -EDTA- pH 8, Sigma; 0.25% dodecilsulfato
sédico -SDS-, BioRad; 20 ul de proteinasa K, Sigma), y la suspensién era
incubada en bafio termostatizado (56°C, 2 horas); iii) se agregaban 60 pl de
cloruro sédico 0,7M (Panreac) y 40 ul de bromuro de hexadeciltrimetilamonio
-CTAB- al 1% (Sigma), y se procedia a su incubacién en bafio
termostatizado (65°C, 20 minutos); iv) se afiadian 500 ul de fenol:
cloroformo: alcohol isoamilico -24:23:1 v/v- (Sigma), la mezcla era
homogeneizada vigorosamente y centrifugada a temperatura ambiente a
13.000 rpm, durante 10 minutos (Biofuge A, Heraeus Christ, Osterode), y la
fase acuosa obtenida era sometida de nuevo al mismo tratamiento; v) la fase
acuosa resultante era tratada con 800 ul de etanol absoluto a —-20°C
(Panreac) y centrifugada a 13.000 rpm, durante 10 minutos (Biofuge A,
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Heraeus Christ); vi) el sedimento era secado en la estufa a 37°C,
resuspendido en 200 ul de agua bidestilada estéril y conservado a 4°C,

hasta su utilizacion.

La eficacia de la amplificacién fue muy superior en las muestras
extraidas segun el protocolo de extraccién fendlica de Clark (1997), por lo

que fue el elegido para el estudio.

3.3.2. Protocolo de Clark (1997)

En este caso la amplificacion se realiza con los iniciadores RD3 y
RDs que reconocen la secuencia génica completa de la subunidad menor del
ARNr de distintos eucariotas inferiores, incluido B. hominis. La regién de

ADNr amplificada, queda comprendida entre los cebadores:

RDs 5-GGAAGCTTATCTGGTTGATCCTGCCAGTA-3’
RD; 5 -GGGATCCTGATCCTTCCGCAGGTTCACCTAC-3’

3.3.21. Amplificaciéon

Se definieron en el termociclador (Technec. Progene, Cambrigde)
los siguientes parametros: i) un ciclo a 94°C de 4 minutos; ii) 30 ciclos
comenzando por la desnaturalizacion a 93°C, durante un minuto, el
acoplamiento a 65°C, durante 1 %2 minutos, y la extensién a 72°C, durante 2

minutos.

La reaccion de amplificacién se realizaba en tubos eppendorf
estériles que contenian: 5 ul de ADN (100 ng); 1 ul de RDs 50pmol/ul, (Tib
Molbiol, Syntheselabor, Berlin, Germany); 1 ul de RDs 50pmol/ul, (Tib
Molbiol); 0,5 ul de Taq 5U/ul (Boehringer Mannheim, Mannheim); 0,4 ul de
dNTP 250uM (Boehringer Mannheim); 5 ul de tampdn de amplificacion 10x
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(Boehringer Mannheim); H,O destilada c.s.p. 50 ul. Los amplificados eran

mantenidos a 4°C, hasta su utilizacion.

La eficacia de la reaccion de amplificacion se comprobaba
mediante electroforesis (EC 3000-90, EC Apparatus Corporation, St
Petersburg, USA) horizontal (Mini-Sub-Cell. GT System, BioRad) en gel de
agarosa (BioRad) al 1% en tampén TBE 1x (TBE pH8 5x: tris base -Merck-,
5,4% plv; acido borico -Merck-, 2,75% p/v ; 0,6M EDTA -Sigma-, 2% v/v), a
un voltaje constante de 60V durante 2 horas. En cada andlisis electroforético
era incluido un patrén (marcador n° VI, Boehringer Mannheim), con el objeto
de comprobar el tamafo y la posible existencia de mas de un fragmento
amplificado. El gel era tefido con bromuro de etidio (Sigma) (0,5 ug/ml p/v)
y visualizado con luz ultravioleta (Spectroline Transilluminator Model TC-312

A, Spectronics Corporation, Westbuny).

3.3.2.2. Restriccion enzimatica del fragmento amplificado

El ADN amplificado era sometido a tres reacciones diferentes de
digestion enzimatica con las endonucleasas: Rsa | (Boehringer-Mannheim),
Hinf | (Boehringer-Mannheim) y Alu | (Boehringer-Mannheim), que reconocen

y cortan las siguientes secuencias:

G'TCGAC AG'CT GA'NTC
Rsa |l Alul Hinf I
C AGCT+G TC+GA CTNA:G

Los amplificados eran incubados con los diferentes enzimas de
restriccion (amplicén, 10ul; enzima de restriccion, 0,5ul; tampon TBE10x,

2,5ul; H20 bidestilada, c.s.p. 25ul), a 37°C durante 5 horas.

3.3.2.3. Separacion electroforética de los productos de restriccion

Los fragmentos obtenidos tras el tratamiento con las

endonucleasas fueron separados mediante electroforesis horizontal, junto
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con los marcadores n° VIl y n® VIII (Boehringer Mannheim), de acuerdo al

siguiente procedimiento:

Preparaciéon del gel: Un volumen de agarosa (High Strength
Ultrapure, BioRad) al 2 % en tampdn TBE 1x, con bromuro de etidio
(Sigma) al 0,005% (p/v), era depositado sobre la bandeja portageles
(Maxicell CE 360 M, BioRad), colocada sobre una superficie nivelada, y
antes de la gelificacidon se insertaba el peine para formar los

correspondientes pocillos.

Preparacion de las muestras: Las muestras digeridas y los controles
eran diluidos (10:1, v/v) con tampdn de carga (azul de bromofenol -
BioRad-, 0,5% pl/v; cianolxileno -Sigma-, 0,5% p/v; EDTA -Sigma-,
1,86% plv; glicerol -Merck-, 50% v/v; tampon TBE 5x, 50% v/v) y
depositados en los pocillos del gel que estaba, sumergido en TBE, en

el interior de la cubeta de electroforesis.

Separacion electroforética y visualizacion: Las muestras fueron
sometidas a migracion electroforética (EC 3000-90) con un voltaje
constante de 65 V durante 3 horas, momento en el que el azul de
bromofenol habia alcanzado el extremo opuesto del gel. Tras lo cual, el
gel era depositado sobre el transiluminador de Iluz ultravioleta,
mencionado anteriormente, y la imagen era fotografiada mediante un
sistema de captacion de imagenes (P66E, Mitsubishi Electric CO,

Tokyo Japan).

3.3.2.4. Anadlisis e interpretacion

El tamafo relativo de los fragmentos fue calculado mediante el

programa informatico 1D Manager version 2.0 (TDI, Tecnologia para

Diagndstico e Investigacion S.A., Alcobendas), que mediante comparacion

con los marcadores convierte las distancias de migracion en tamanos

relativos (Grimont, 1996).
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La similitud entre los aislados se calculd segun el coeficiente de
Dice, (SD= 2 a/ 2 at+b+c; donde “a” es el numero de fragmentos apareados,
y ‘D" y “c” son el numero de fragmentos no apareados de las cepas
comparadas) segun Struelens et al. (1996), mediante el programa Lane
Manager version 2.0 (TDI), que ademas permite la agrupaciéon de los
aislados en funcion del nivel de similitud mediante la comparacién de los
tamafos moleculares (UPGMA, “unweighted pair group mathematical

average”) y la obtencion de un dendograma de homologia.

Los datos se analizaron paralelamente con el paquete estadistico
SPSS 10.0 para Windows, aplicando igualmente el coeficiente de Dice, y

obteniendo matrices y dendogramas de homologia.

El criterio seguido para establecer diferencias entre los patrones
de RFLP obtenidos con cada uno de los enzimas de restriccion, fue
considerar que eran aislados iguales los que tenian el mismo numero y
tamano de fragmentos, y distintos aquellos cuyos perfiles diferian en uno o

en mas fragmentos.

Los ribodemas se definieron tras el analisis conjunto de los
patrones de restriccién y la aplicacién de los criterios de Tenover et al.
(1995). De modo que los aislados que presentaban un coeficiente de
similitud entre el 70% (cepas estrechamente relacionadas) y el 100% (cepas
idénticas) eran incluidos en el mismo ribodema. Si la homologia entre los
ribodemas oscilaba entre el 50% y el 70% eran considerados como
posiblemente relacionados, y como no relacionados, si su similitud era

inferior al 50%.

Se valoré también la existencia de relacion estadisticamente
significativa entre la pertenencia a un ribodema y los diagndsticos diarrea
aguda o cronica, mediante el programa Epilnfo 2000, version 1.1.2a, que
permite el calculo de la prueba Chi-cuadrado con el factor de correccion de
continuidad de Yates, el riesgo relativo y el coeficiente de correlaciéon de

Pearson.
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3.3.3. Protocolo de Bohm (1997)

En este caso la amplificacion se realizé con los iniciadores F; y R,
que fueron construidos a partir de la secuencia del ARNr-16S de B. hominis

publicada por Johnson et al. (1989). La secuencia de estos cebadores es:

Fi 5- GGAGGTAGTGACAATAAATC- 3’
R 5-CGTTCATGATGAACAATTAC- 3’

3.3.3.1. Amplificaciéon

El ADN extraido segun el protocolo de Clark (1997) fue
amplificado en el termociclador, citado anteriormente, programado con: i) un
ciclo de desnaturalizacion a 94°C, de 4 minutos de duracién; ii) 35 ciclos
incluyendo la desnaturalizacion a 94°C, durante 30 segundos, el
acoplamiento a 54°C, durante 30 segundos y la extensién a 72°C, durante
otros 30 segundos; iii) un ciclo adicional de 5 minutos a 72°C que favorecia

la elongacion de la cadena.

La reaccion de amplificacion se realizaba en tubos eppendorf
estériles que contenian: 5 ul de ADN (100 ng); 1 ul de F, 50pmol/ul, (Tib
Molbiol); 1 ul de R, 50pmol/ul, (Tib Molbiol); 0,5 ul de Tag 1U/ul (Boehringer
Mannheim,); 0,4 ul de dNTP 0,2mM (Boehringer Mannheim); 5 ul de tampdn

de amplificacion 10x (Boehringer Mannheim); H,O destilada c.s.p. 50 pl.

Los productos resultantes de la amplificacion fueron analizados
mediante electroforesis horizontal en geles de agarosa al 1% en tampon
TBE 1x, pH8 .

3.3.3.2. Restricciéon enzimatica del fragmento amplificado

Se utilizaron las mismas endonucleasas que en el ensayo
anterior, es decir Alu |, Hinf | y Rsa |, cuyos puntos de corte y protocolo de

digestion estan recogidos en el apartado 3. 3. 2. 2.
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3.3.3.3. Separacion electroforética de los productos de restriccion

El procedimiento utilizado fue el mismo al descrito en el apartado
3. 3. 2. 3. La unica diferencia consistié en el porcentaje y en el tipo de
agarosa. En este caso, se utilizaron geles de agarosa (Amplisize, BioRad) al

1.5% (p/v) que permiten una mejor resolucion de los fragmentos pequefios.

3.3.3.4. Analisis e interpretacion

Los calculos encaminados a conocer el tamano relativo de los
fragmentos de restriccion, el grado de similitud entre los aislados, la
definicion de patrones y ribodemas, y la existencia de asociacion estadistica
entre ribodema-diagndstico, se realizaron de acuerdo con los criterios

establecidos en el apartado 3. 3. 2. 4.

3.4. Deteccion de variacion intraespecifica en aislados de B. hominis

mediante PCR, con una unica pareja de iniciadores

Continuando con el objetivo de constatar la existencia de
variaciones genéticas entre aislados de B. hominis, se procedio al analisis de
las mismas mediante la realizacién de una reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR), con una sola pareja de iniciadores (TR; y TRg), de
acuerdo con lo publicado por Init et al. (1999). Estos cebadores fueron
disefiados para el diagnodstico de Trichomonas vaginalis mediante PCR, por
Riley et al. (1991), y utilizados por Init et al. (1999) en el estudio de la
diversidad genética de B. hominis. La secuencia de los cebadores es de 20

pares de bases:

TRz 5-CTG TTGTCGACGTTITATCCA-3
TRs 5°- GAT CAC CAG TGGAGG GTGTC-3’
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3.4.1. Amplificacion del ADN con los iniciadores TR; y TRs

El ADN obtenido tras la extraccion, segun el protocolo de Clark
(1997) (apartado 3. 3. 1), fue amplificado con los cebadores TR; y TRg que
reconocen secuencias ubicuas, de longitud variable, a menudo multicopia y

que permiten distinguir diferentes patrones, inter e intraespecificos.

Los ciclos y las temperaturas para la amplificacion se realizaron
en el termociclador, citado anteriormente fueron: i) una primera fase a 94°C,
durante 7 minutos; ii) 35 ciclos con variaciones secuenciales de 94°C, 50°C y
72°C, de un minuto cada una; iii) un ciclo de extension a 72°C, durante 7
minutos. La reaccién de amplificaciéon se realizaba en tubos eppendorf
estériles que contenian: 5 ul de ADN (100 ng); 1 ul de TRz 50pmol/ul, (Tib
Molbiol); 1 ul de TRg 50pmol/ul, (Tib Molbiol); 0,5 ul de Taq 1U/ul (Boehringer
Mannheim); 0,4 ul de dNTP 0,2mM (Boehringer Mannheim); 5 ul de tampdn
de amplificaciéon 10x (Boehringer Mannheim); H,O destilada c.s.p. 50 pl. Las

muestras eran conservadas a 4°C, hasta su posterior analisis.

3.4.2. Separacion electroforética de los productos de amplificacion

Los productos de amplificacion obtenidos fueron analizados
mediante electroforesis horizontal en geles de agarosa (BioRad) al 1.5% en
tampon TBE 1x, pH 8, con bromuro de etidio (0,005% p/v). Las muestras y
los marcadores (n° VI, Boehringer Mannheim) eran diluidos en tampén de
carga (10:1, v/v), depositados en el gel y sometidos a migracion
electroforética (EC 3000-90) a un voltaje constante de 60 V, durante 2 horas.

Tras lo cual, se procedia a su observacion y fotografiado.

3.4.3. Analisis e interpretacién

Los resultados se obtuvieron mediante la utilizacion del programa
informatico 1D Manager versién 2.0 (TDI). Segun Init et al. (1999), el
fragmento mayoritario, identificado como la banda de mayor intensidad

obtenida para cada aislado, permite establecer diferencias intraespecificas y
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asignar la pertenencia a un patron. Los calculos encaminados a conocer la
similitud entre los aislados y la existencia de asociacion estadistica entre
patrén-diagnostico, se realizaron de acuerdo con los criterios establecidos en
el apartado 3. 3. 2. 4.

3.5. Analisis isoenzimatico

El estudio de

electroforética, sirvié durante afios como marcador genético a la hora de

los enzimas multilocus mediante separacion

responder a cuestiones relacionadas con la estructura y sistematica de las
poblaciones naturales (Andrews et al., 1999); utilizandose como método
estandar hasta la introduccion y el desarrollo de las técnicas de biologia
molecular. Para determinar la posible existencia de diferentes patrones
isoenzimaticos entre los aislados de B. hominis, se procedio al estudio de

ocho sistemas enzimaticos, previamente ensayados por otros autores

(Mansour et al. 1995; Gericke et al. 1997; Carbajal, 1995) (tabla 3).

Tabla 3.- Sistemas enzimaticos estudiados

Enzima C.lL Sigla Reaccion
Glucosa-6-fosfato EC1.1.1.49 G6PD glucosa-6-P + NADP = 6-fosfogluconato
deshidrogenasa +NADPH
Malato deshidrogenasa EC1.1.1.37 MDH malato + NAD = oxalacetato + NADH
Enzima malico EC1.1.140 ME malato + NADP = piruvato + CO, +

NADPH
Fosfoglucomutasa EC 2.7.5.1 PGM  glucosa-1- fosfato = glucosa — 6 — fosfato
Glucosa fosfato isomerasa EC 5.3.1.8  GPI fructosa-6- fosfato = glucosa — 6 — fosfato
Glutamico-oxalacético EC 2.6.1.1 GOT  aspartato + a-cetoglutarato = glutamato +
transaminasa oxalacetato
6-Fosfogluconato EC 1.1.1.44 6PGD 6-fosfogluconato + NADP = ribulosa-5-
deshidrogenasa fosfato + NADPH
Hexoquinasa EC 2.7.1.1 HEX  glucosa + ATP = glucosa—6-fosfato +

(tomado de: Harris y Hopkinson, 1976)

ADP
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Este analisis se llevdo a cabo mediante la separacion
electroforética en geles de poliacrilamida, en condiciones no reductoras, de
los extractos proteicos obtenidos de cultivos axénicos de B. hominis, segun
los procedimientos descritos por Harris y Hopkinson (1976) y Carbajal
(1995).

3.5.1. Preparacion de geles de poliacrilamida

A partir de una solucion base de poliacrilamida al 30% (acrilamida
-Sigma-, 29,2 g; bisacrilamida -Sigma-, 0,8 g; agua bidestilada, c. s. p. 100
ml), mediante disolucion en tampén Tris-HCI 1,5M pH 8,8 (tris base -Merck-,
18,15 g; agua bidestilada, 50 ml; acido clorhidrico 1N, c. s p. pH 8,8; agua
bidestilada, c. s. p. 100 ml) y agua bidestilada, se prepararon los geles de

separacion y de depadsito.

3.5.1.1. Gel de separacion

Los geles de poliacrilamida al 8% (p/v) eran preparados sobre un
sistema nivelador y sustentador, compuesto por dos placas de vidrio con

separadores de 1 mm de espesor.

Para la obtencién de poliacriiamida al 8%, la solucion de
poliacrilamida al 30% era disuelta en tampon Tris-HCI 1,5 M pH 8.8, y agua
bidestilada (1:1:1,82, v/v), y la polimerizacion se obtenia tras la adicién de
metilenetilendiamina (TEMED, BioRad) y persulfato amoénico al 10%
(BioRad) (0,0015:0,006 v/v). La poliacriiamida era cuidadosamente
distribuida entre las placas de vidrio, evitando la formacion de burbujas, y era
recubierta con una capa de agua destilada, para facilitar la nivelacion y la

polimerizacion del gel.

3.5.1.2. Gel de depésito

Una vez polimerizado el gel de separacién, era retirada el agua

bidestilada y se afadia el gel de depdsito o de concentracidn, constituido por
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poliacrilamida al 5% (poliacrilamida al 30%, tampén Tris-HCL 1,5M pH 8,8,
agua bidestilada, TEMED, persulfato amoénico al 10% -1:1,5:5,52:0,0015:
0,006 v/v-). Una vez distribuido era colocado un peine de 1 mm de espesor
para la formacion de los pocillos, el cual se retiraba una vez concluida la

polimerizacion.
3.5.2. Preparacion de las muestras

Con el objeto de eliminar las posibles interferencias debidas a las
proteinas séricas de la solucion de Locke, la fase liquida de los cultivos
axénicos, en fase logaritmica (Lanuza et al., 1997), era centrifugada a 500g,
durante 5 minutos, y lavada dos veces (500g, 5 minutos) con tampon PBS
(Oxoid). La biomasa obtenida era ajustada, utilizando el hemocitometro de

Neubauer (Tiefe, 0.100 mm), a una concentracion de 2 x 107 células / ml.

El sedimento obtenido tras la centrifugacion (600g, 10 minutos) de
un volumen de la suspensién 2 x 10" células / ml, era tratado (1: 0,05 : 0,05
v/v) con Triton 100x (Merck) al 1% (v/v) y tampdn de muestra preparado
extemporaneamente [glicerol -Merck-, 1ml; agua bidestilada, 7,75 ml,
tampén Tris-HClI 0.5M pH 6.8, 1.25 ml (tris base -Merck-, 6 g; agua
bidestilada, 60 ml; acido clorhidrico 1N, c. s. p. pH 6,8; agua bidestilada c. s.
p. 100 ml)].

La suspension obtenida era agitada vigorosamente con varillas de
vidrio, y centrifugada a 500g, durante 10 minutos. El sobrenadante, que

contenia las proteinas solubles, era recogido para realizar la electroforesis.
3.5.3. Separacion electroforética

El sistema sustentador conteniendo el gel era introducido en la
cubeta de electroforesis vertical (EC Apparatus Corporation EC 120,

Minivertical Gel System, BioRad). En los pocillos eran depositados 30 ul de

los extractos proteicos, y en uno de ellos, ademas, se afnadian 5 pul de azul
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de bromofenol (BioRad) al 0.1% (p/v) en agua bidestilada, para controlar el

avance de la migracion.

Tras lo cual, la cubeta era rellenada con tampdn de electroforesis
(agua bidestilada, 2,5 L; tris base -Merck-, 7,5 g; glicina -Merck-, 36 g; acido
clorhidrico, c. s. p. pH 8,3). La migracién electroforética se realiz6 a voltaje
constante de 80V (BioRad Power/Pac 300), durante dos horas, excepto para
el enzima glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, que se efectuaba a un voltaje

constante de 90 V.

3.5.4. Deteccion de la actividad enzimatica

Finalizado el proceso de electroforesis se procedio al revelado,
segun los protocolos de Selander et al. (1986) y Carbajal (1995). El
revelador es una disolucion tamponada que contiene el sustrato y el
coenzima requeridos, para la deteccion de una determinada actividad
enzimatica. La composicion de los tampones y de los reactivos comunes en

la mayoria de las soluciones reveladoras, esta recogida en la tabla 4.

Tabla 4.- Tampones y reactivos comunes utilizados en el revelado

Reactivo Composicion Conservacion
Tampon Tris-HCI 0,2 M pH 8 Agua bidestilada, 500 ml; tris base?, 4°C
12,1 g; HCI’c. s. p. PH 8
Tampon glicil-glicina 0,1 M Agua bidestilada 1.000 ml; glicil- 4°C
pH 7,5 glicina®, 11,3 g; KOH? 1M, c. s. p.
PH 7,5

Dimetiltiazoltetrazolio 1,25% agua bidestilada, 100 ml; MTT®, 4°C, oscuridad
(MTT) 1,25¢g

Fenazina metosulfato 1% Agua bidestilada, 100 ml; PMS®, 1 g  4°C, oscuridad
(PMS)

Cloruro magnésico 0.1 M agua bidestilada, 100 ml; 4°C
MgCl,.6H,0% 2,03 g
Acido malico 2M’ agua bidestilada, 25 ml; NaOH?, 4g; 4°C, oscuridad

acido DL-malico®, 6,7 g

' Reaccion exotérmica; ®: Merck; b Panreac; °: Sigma.
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3.5.41. Revelado

Concluida la electroforesis, los geles eran sumergidos en la
solucién reveladora correspondiente; excepto en el caso de la actividad GPI
en la que los geles eran recubiertos con el revelador gelificado con agarosa
al 2% (p/v). Los geles y los reveladores eran incubados a 37°C, en camara
oscura, hasta la aparicidon de las bandas.

Las soluciones y los tiempos de revelado para cada enzima,

estan recogidos en la tabla 5.

Tabla 5.- Soluciones reveladoras y tiempos utilizados para la deteccién de
las actividades enzimaticas estudiadas.

Actividad Revelador Tiempo

G6PD Glucosa-6-fosfato®, 100 mg; Tris-HCI 0.2 M pH8, 50 ml; MgCl, 0.1 30 minutos
M, 1 ml; NADP? 1% (p/v), 1 ml; MTT, 1 ml; PMS, 1 ml

MDH Acido malico® 2M, 6 ml; Tris-HCI 0.2 M pH8, 40 ml; NAD? 1% (p/v), 15 minutos
2ml; MTT, 1 ml; PMS, 0,5 ml
ME Acido malico 2M, 6 ml; Tris-HCI 0.2 M pH8, 40 ml; MgCl, 0.1 M, 2 2 horas

ml; NADP 1% (p/v), 1 ml; MTT, 1 ml; PMS, 0,5 ml
PGM Glucosa -1-fosfato, 5 mg; Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa®, 160 1 hora
ul; NADP, 0,5 mg; Tris-HCI 0.2M pH8, 5 ml; MgCl, 0.1 M, 5 ml;
MTT, 1 ml; PMS, 0,5 ml; agua bidestilada, 25 ml
GP! Fructosa-6-fosfato®, 10 mg; Glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, 10 15 minutos
ul; NADP, 6 mg; Tris-HCI 0.2 M pH8, 25 ml; MgCl, 0.1 M, 0,3 ml;
MTT, 1 ml; PMS, 0,5 ml

GOT Acido-L-aspartico®, 50 mg; Piridoxal 5'-fosfato®, 1 mg; Acido o- 30 minutos
cetoglutarato®, 100 mg; Tris-HCI 0.2M pH8, 50 ml; Fast Blue BB
Salt?, 100 mg

6PGD Acido 6-fosfoglucénico®, 10 mg; Tris-HCI 0.2 M pH8; 20 ml; MgCl, 30 minutos
0.1 M, 10 ml; NADP 1%, 1 ml; MTT, 1 ml; PMS, 0,5 ml

HE D-Glucosa®, 200 mg; ATP?, 50 mg; NADP 1%, 1 ml; Glucosa 6- 30 minutos
fosfato deshidrogenasa, 40 ul; MgCl, 0.1 M, 2 ml; Glicil-glicina 0.1
M pH7.5, 50 ml ;MTT, 1 ml; PMS, 0,5 ml

' el gel debe ser recubierto con el revelador gelificado con agarosa al 2% (p/v); *: Sigma;
Difco.

b,
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3.5.5. Analisis

Finalizado el proceso de revelado, las imagenes obtenidas eran
captadas mediante un scanner (Snap Scan 600, Afga), para ser
posteriormente analizadas, y los geles eran conservados en bolsas de

plastico selladas que contenian acido acético al 7%.

En el analisis se compard la movilidad relativa de las proteinas
con actividad enzimatica de los diferentes aislados, con los resultados
obtenidos en la cepa patrén (BH91-01), en la que a la banda de mayor

movilidad se le asignaba el valor 100.

Se definid como isoenzima a cada perfil de bandas obtenido para
una misma actividad enzimatica. La combinacion de los isoenzimas permitio

incluir a los aislados en zimodemas diferentes.
La similitud entre los aislados y la existencia de asociacion

estadistica entre zimodema y diagndstico, se calculé de acuerdo con los

criterios establecidos en el apartado 3. 3. 2. 4.
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4. Resultados
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4.1. Resultados del estudio microbiolégico

El andlisis de los examenes microscopicos directos y de los
concentrados fecales, permitid constatar que en la poblaciéon estudiada la
prevalencia de la parasitacion por B. hominis era del 21,5% (56 / 260) (figura
4A 'y 4B, tablas 6a y 6b).

[
¥
%

. &
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Figura 4. Parasitacion por B. hominis. A: Observacion microscopica de B. hominis
(40x). B: prevalencia en la poblacién estudiada.

Los pacientes fueron identificados mediante cddigos alfanuméricos
compuestos por las siglas del organismo (BH), el afio en curso (98 0 99), y
un numero de orden (01, 02,...), separado de la secuencia anterior por un
guioén (vgr. BH98-01) (tablas 6a, 6b y 6¢).

Tabla 6a. Aspectos clinico-demograficos basicos de los pacientes en los
que se observo B. hominis.

Microorganismos

Caso Sexo Edad Inmunosupresion Sintomas enteropatégenos
BH98-01 H 9 N Diarrea aguda Shigella sonnei
BH98-02 H 45 S Diarrea aguda

BH98-03 H 40 S Diarrea crénica

BH98-04 H 55 S Diarrea aguda

BH98-05 M 7 N Diarrea aguda

BH98-06 H 60 N Diarrea aguda

H: hombre; M: mujer; N: no; S: si
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Tabla 6b.  Aspectos clinico-demograficos basicos de los pacientes en los
que se observo B. hominis .

Microorganismos

Caso Sexo Edad Inmunosupresion Sintomas enteropatégenos
BH98-07 H 28 N Asintomatico

BH98-08 M 8 N Diarrea aguda

BH98-09 H 55 S Diarrea aguda

BH98-10 H 57 N Diarrea aguda

BH98-11 H 33 N Asintomatico

BH98-12 H 68 N Diarrea aguda

BH98-13 H 33 N Diarrea crénica

BH98-14 H 47 N Diarrea aguda

BH98-15 H 37 N Diarrea aguda

BH98-16 H 20 N Asintomatico

BH98-17 H 68 N Diarrea aguda

BH98-18 H 73 N Diarrea aguda

BH98-19 H 8 N Diarrea aguda  Campylobacter jejuni
BH98-20 H 42 N Diarrea aguda

BH98-21 H 35 S Diarrea aguda

BH98-22 H 32 N Diarrea aguda

BH98-23 H 79 S Diarrea aguda  Campylobacter jejuni
BH98-24 H 70 N Diarrea aguda

BH98-25 M 35 N Diarrea aguda

BH98-26 M 64 N Diarrea aguda

BH98-27 M 51 S Diarrea aguda

BH98-28 M 2 N Diarrea aguda

BH98-29 H 29 N Diarrea aguda

BH98-30 H 21 N Diarrea aguda

BH98-31 M 40 N Diarrea aguda

BH98-32 H 28 N Diarrea aguda

BH98-33 M 30 N Diarrea aguda

BH98-34 H 25 N Diarrea aguda

BH98-35 M 27 N Diarrea crénica

BH98-36 H 22 S Diarrea aguda

BH98-37 M 24 N Diarrea aguda Giardia lamblia
BH98-38 M 11 N Diarrea aguda

BH98-39 M 43 N Diarrea aguda

BH98-40 H 29 N Diarrea aguda

BH98-41 H 73 N Diarrea aguda

BH99-01 H 50 N Diarrea aguda

BH99-02 H 63 N Diarrea aguda

BH99-03 H 42 N Diarrea aguda

H: hombre; M: mujer; N: no; S: si
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Tabla 6c. Aspectos clinico-demograficos basicos de los pacientes en los
que se observo B. hominis.

. , Microorganismos
Caso Sexo Edad Inmunosupresion Sintomas 9

enteropatégenos

BH99-04 M 6 N Diarrea aguda

BH99-05 M 28 N Diarrea aguda

BH99-06 H 77 N Asintomatica

BH99-07 M 24 S Diarrea aguda

BH99-08 H N Diarrea aguda  Campylobacter jejuni
BH99-09 H 3 N Diarrea aguda

BH99-10 H 40 S Diarrea aguda

BH99-11 H 48 N Diarrea cronica

BH99-12 M 60 N Diarrea crénica

BH99-14 M 60 N Diarrea cronica

BH99-15 M 27 N Asintomatica

BH99-16 M 48 N Asintomatica

H: hombre; M: mujer; N: no; S: si

El 78,6% de los pacientes (44/56) estaban diagnosticados de
diarrea aguda; el 10,7% (6/56) de diarrea crénica y los otros seis eran
portadores. Ademas, en cinco de ellos se aislaron enteropatégenos (tablas
6a, 6b, 6¢). La edad de los pacientes oscilaba entre los 2 y los 79 afios, con

una media de 38,2 +/- 21 afios (figura 5).

100 - - -Nifios 100 -
g0 1 — Adultos 80 J
— Edad
60 4 media 60 4
40 + 40 -
20 / 20 - I
N A O 'm
Edad minima A Edad maxima Nifios Adultos MUJeres Hom bres

Figura5. A: Rango y edad media de la poblacion en la que se observé B. hominis; B:
Proporcién de pacientes parasitados en relacion con la edad y el sexo.

La parasitacion era mas comun en los adultos de sexo masculino,
que en los nifios (47/9) y que en las mujeres (34/22), aunque las diferencias

no eran significativas (figura 5, tabla 7).
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Tabla 7. Resultados del analisis estadistico descriptivo de la poblacion.

Parametro Resultado Significacion (p)
Ratio entre adultos y nifos 1:0,16 0,656
Ratio entre hombres y mujeres 1:0,65 0,196
Ratio entre individuos sintomaticos y portadores 1:0,12 0,413
Ratio entre pacientes con diarrea aguda y crénica 1:0,13 0,060

4.1.1. Resultados de los cultivos y de la axenizacién de B. hominis

El 67,9% (38/56) de los cultivos se adaptaron a las condiciones in
vitro. La axenizacion se consiguié en 21 aislados, pero unicamente 18
lograron mantenerse viables in vitro, en ausencia de bacterias, lo que

supone un éxito en la axenizacion del 47,4% (18/38) (figura 6).

52,6
47,4

Adaptados Axénicos Monoxénicos

Figura6. Resultado de los cultivos de B. hominis. A: cultivo axénico en medio MBDM en
el que puede observarse la transparencia de la fase liquida y el caracteristico
sedimento; B: microfotografia (100x) de un cultivo axénico; C: grafico
representativo de los resultados de la adaptacion y de la axenizacion de los
cultivos.

Los aislados fueron identificados con el mismo cédigo que habia
sido asignado a los pacientes, seguido en el caso de los aislados
monoxeénicos, de la letra “w” (vgr. BH98-03, aislado axénico obtenido del

paciente BH98-03; BH98-01w, aislado no axénico del paciente BH98-01)
(tabla 8).
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Tabla 8. Caracteristicas semioldgicas de las heces a partir de las cuales se
consiguio la adaptacion in vitro y recuento de B. hominis .

Caracteristicas semioldgicas de las heces
. . Recuento de
Aislado Diarrea

. . Células Cristales de ini
CErElBETEHE inflamatorias Charcot-Leyden 5 hominis 40x
BH98-01w  Aguda’ Liquidas S N >5
BH98-03 Cronica Formes N N >5
BH98-04 Aguda Blandas N N >5
BH98-05w Aguda Blandas N N <5
BH98-06w Aguda Blandas N N <5
BH98-08 Aguda Blandas N N <5
BH98-09 Aguda Liquidas N N <5
BH98-12 Aguda Blandas N N <5
BH98-13 Crénica Sueltas N N <5
BH98-14 Aguda Blandas N N <5
BH98-15 Aguda Blandas N N <5
BH98-16w No Formes N N >5
BH98-18 Aguda Liquidas N N <5
BH98-19 Aguda® Blandas S S <5
BH98-20w Aguda Blandas N N >5
BH98-21w Aguda Blandas N N >5
BH98-23 Aguda® Sueltas S N <5
BH98-24 Aguda Blandas N N <5
BH98-25 Aguda Blandas N N <5
BH98-26w Aguda Blandas N N >5
BH98-27 Aguda Blandas N N <5
BH98-28w Aguda Liquidas S N <5
BH98-29w Aguda Blandas N N <5
BH98-30w Aguda Sueltas N N >5
BH98-31w Aguda Blandas N N >5
BH98-32w Aguda Liquidas S N >5
BH98-33 Aguda Liquidas S N >5
BH98-34w Aguda Liquidas N N <5
BH98-36w Aguda Liquidas N N >5
BH98-37w Aguda® Blandas N N >5
BH98-39 Aguda Blandas N N <5
BH98-40 Aguda Liquidas N N >5
BH98-41w Aguda Blandas N N <5
BH99-05w Aguda Formes N N <5
BH99-08 Aguda® Liquidas S N >5
BH99-11w Cronica Formes N N >5
BH99-12w Crénica Blandas N N >5
BH99-14w Cronica Blandas N N >5

':'S. sonneii.%: C. jejuni; ® : G. lamblia; N: ausencia; S: presencia.

El 98,5% (34/38) de los aislados fueron obtenidos a partir de
pacientes con heces liquidas o blandas, y diagnéstico de diarrea aguda o

cronica. Los restantes lo fueron a partir de heces formes de pacientes
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asintomaticos (BH98-16w), y con diarrea aguda (BH99-05w) o cronica
(BH98-03 y BH99-11w).

Se detectaron células inflamatorias en el 20,6% (7/34) de los
casos, Yy en cuatro de ellos su presencia estuvo asociada a organismos
enteropatogenos. El 52,6% de los aislados se obtuvieron de muestras con

recuentos de >5 células de B. hominis por campo 40x (tabla 8, figura 7)

| Heces sueltas 8,3 % BH>5/740x 52,6%

Heces blandas 60,8 % Enteropatégenos 11,8 %

H liquidas 29,4 % . )
:I eoesliquicas Células inflamatorias 20,6 %

20 40 60 80 100 0 20 40 60 80

A B

Figura 7. Caracteristicas semioldgicas de las heces a partir de las cuales se logro la
adaptacion in vitro de B. hominis. A: consistencia fecal; B: presencia de
células inflamatorias, enteropatégenos y recuento de B. hominis.

4.2. Patrones RFLP y ribodemas obtenidos segun el protocolo de Clark

La amplificacion de la region de ADN ribosomal comprendida
entre los cebadores RD3; y RDs permitio la deteccion, tanto en los aislados
axénicos como en los monoxénicos, de un unico fragmento con un tamafio
aproximado de 2.540 pb (fig. 8).

pb M 1 2
8576
Figura 8. Resultados de la amplificacién con

4899 RD; y RDs. Carrera M: marcador VII, a su
3639 izquierda el tamafio de los fragmentos en
2799 pares de bases. Carrera 1: Amplicon del

2540 pp AiSlado BH91-01. Carrera 2: Amplicon del
1953 aislado BH98-31w
1482
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4.2.1. Patrones de RFLP obtenidos tras restriccion con Alu |

El tratamiento de los amplicones con el enzima Alu | revel6 la
existencia de diferencias en el numero de fragmentos obtenidos, que oscild
entre dos y cinco; asi como en el tamafno de los mismos, que quedaba
comprendido entre 160 y 675 pb (figura 9).

2

Ca2 CA3 CAd4 CA5 CAB

1114

692

50
489

320

190
147

pb M 1
CA1

Figura9. Resultados de la restriccion con Alu |. Carrera M: marcador VIII, a su izquierda
el tamano de los fragmentos en pares de bases. Carreras 1 a 6: ejemplo de los
patrones de restriccion obtenidos con los diferentes aislados; 1: CA1; 2: CA2; 3:
CA3; 4. CA4; 5: CA5y 6: CAG.

El analisis de estos resultados permitiéo constatar la existencia de
seis patrones (figura 9), denominados CA1 a CAG6, cuyas caracteristicas

diferenciales estan recogidas en la tabla 9.

Los perfiles mas frecuentes fueron CA3 y CA4, con 27 y 19
aislados respectivamente; ambos con cuatro bandas, dos de ellas de
idéntico tamafo (290 y 330 pb). Tres de los patrones incluian a un unico
aislado (CA1, CA2 y CAS5), y no se observaron patrones mixtos, es decir,
compuestos por bandas que pudieran asignarse al sumatorio de dos o mas

patrones.
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Tabla 9. Caracteristicas de los patrones RFLP obtenidos con Alu | y
distribucion de los aislados

Caracteristicas

Patron Aislados
RFLP N° de Tamaiio relativo
bandas (pb)
CA1 2 400, 550 BH98-31w
CA2 3 210, 290, 650 BH98-36w
BH91-01, 02
BH92-07, 09
BH93-19
CA3 4 190, 290, 330, 675 BH98-01w, 04, 06w, 13, 16w, 18, 19, 20w,

21w, 23, 25, 26w, 28w, 29w, 30w, 32w, 33,
34w, 39, 40, 41w
BH99-08w
BH92-05, 10, 12, 16, 17
BH93-18, 20
CA4 4 210, 290, 330, 650 BH98-03, 05w, 08, 09, 12, 14, 15, 24, 27,
37w
BH99-05w, 11w

CA5 5 250, 290, 330, 400, 450 BH99-14w
BH92-08
CAG6 5 160, 250, 290, 330, 450 BH99-12w

La similitud entre los aislados incluidos en el mismo patrén fue del
100%; mientras que la homologia entre los patrones oscilé entre el 0% (CA1
frente CA2, CA3 y CA4)y el 85,7% (CAZ2 frente CA4) (tabla 10, figura 10).

Tabla 10. Grado de similitud entre los patrones RFLP obtenidos tras la
restriccion con Alu |.

CA1 1.000

CA2 0.000 1.000

CA3 0.000 0.286 1.000

CA4 0.000 0.857 0.500 1.000

CA5 0.286 0.250 0.444 0.444 1.000

CA6 0.000 0.250 0.444 0.444 0.800 1.000
CA1 CA2 CA3 CA4 CA5 CAé6
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Patrén

CA4

CA2
CA3

CA6

CA5
CA1

Figura 10.

Distancia reescalada
Aislado 0 5 10 15 20 25

BH93-18  —
BH93-20  —|
BH98-03  —|
BH92-16  —|
BH92-17  —|
BH92-10  —|
BH92-12  —|
BH99-11w  —|
BH92-05  —|
BH98-37w  —]|
BH99-05w  —|
BH98-24  —|
BH98-27w  —]|
BH98-14  —|
BH98-15  —|
BH98-09
BH98-12  —|
BH98-05w  —|
BH98-08  —
BH98-36w —— |

BH92-09  —
BH93-19  —|
BH98-01w  —|
BH91-02  —|
BH92-07  —|
BH99-08  —|
BH91-01  —|
BH98-40  —|
BH98-41w  —|
BH98-34w  —|
BH98-39  —|
BH98-32w  —|
BH98-33  —|
BH98-20w  —|
BH98-30w  —|
BH98-26w  —|
BH98-28w  —|
BH98-23  —|
BH98-25  —|
BH98-20w  —|
BH98-21w  —|
BH98-18  —|
BH98-19  —|
BH98-13
BH98-16w  —|
BH98-04  —|
BH98-06w  —!
BH99-12w

BH92-08 ]

BH99-14w —— | |
BH98-31w |

Dendograma de homologia obtenido con la restrictasa Alu |
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4.2.2. Patrones de RFLP obtenidos tras restriccion con Hinf |

La digestion con el enzima Hinf | permitid constatar la existencia

de tres a siete fragmentos con tamafos relativos comprendidos entre 340 y
pb M 1

1.200 pb (figura 11).
2 3 4 5
1114
80
69 P b
501
489
404
32

CH1 CH2 CH3 CH4 CH5

Pl

Figura 11. Resultados de la restriccion con Hinf I. Carrera M: marcador VIII, a su izquierda
el tamanfo de los fragmentos en pares de bases. Carreras 1 a 5: ejemplo de los
patrones de restriccion obtenidos con los diferentes aislados; 1: CH1; 2 : CH2,;
3: CH3; 4: CH4 y 5: CH5.

El analisis de estos resultados demostro la existencia de cinco
patrones (figura 11), denominados CH1 a CHS5, cuyas caracteristicas
diferenciales estan recogidas en la tabla 3. Las bandas mas frecuentes

fueron las de 430 y 625 pb al aparecer en cuatro de los cinco perfiles.

Los patrones mas frecuentes fueron CH2 y el CH3 con 30 (58,8%)
y 12 (23,5%) aislados, respectivamente. Ambos patrones mostraban un perfil
similar con cuatro bandas comunes (340, 430, 550 y 720 pb) y en el caso de
CH3 presentaba una banda adicional de 625 pb. No se encontraron patrones

unicos, ni tampoco mixtos.
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Tabla 11. Caracteristicas de los patrones RFLP obtenidos con Hinf | y
distribucion de los aislados

Caracteristicas

Patron Aislados
RFLP N° de Tamaiio relativo
bandas (pb)
BH92-08
CH1 3 350, 625, 890 BH99-11w, 12w, 14w
BH91-01
BH92-05, 10, 12
BH93-18, 19
CH2 4 340, 430, 550, 720 BH98-01w, 03, 05w, 06w, 08, 12, 14, 15,

18, 20w, 24, 26w, 28w, 29w, 30w, 31w,
32w, 34w, 36w, 37w, 39, 40, 41w

BH99-05w
BH91-02
BH92-07, 09, 16, 17

CH3 5 340, 430, 550, 625, 720 BH93-20
BH98-04, 16w, 23, 25, 27, 33
BH98-13, 19

CH4 5 430, 625, 720, 1.100, BH99-08

1.200

BH98-09, 21w

CH5 7 340, 430, 550, 625,

720, 1.100, 1.200

El grado de similitud entre los aislados incluidos en un mismo
patron fue del 100%. La homologia entre los patrones fue superior a la
observada con el enzima Alu |, y fluctuo entre el 0% (CH1 frente a CH2) y el
88,9% (CH2 frente a CH3) (tabla 12, figura 12).

Tabla 12. Grado de similitud entre los patrones RFLP obtenidos tras la
restriccion con Hinf |

CH1 1.000

CH2 0.000 1.000

CH3 0.250 0.889 1.000

CH4 0.250 0.444 0.600 1.000

CH5 0.200 0.727 0.833 0.833 1.000
CH1 CH2 CH3 CH4 CH5
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Resultados

Distancia reescalada
Patron Aislado 0 5 10 15 20 25

CH3 BH92-17 —
BH93-20 —
BH98-04 —
BH92-09 —
BH92-16 —
BH91-02 —
BH92-07 —
BH98-27 —
BH98-33 —
BH98-23
BH98-25 —
BH98-16w —

CH2 BH93-18 —
BH93-19 —
BH98-01w —
BH92-10 —
BH92-12 —
BH91-01 —
BH92-05 —
BH98-41w —
BH99-05w —
BH98-39 —
BH98-40 —
BH98-36w —
BH98-37w —
BH98-32w —
BH98-34w —
BH98-30w —
BH98-31w —
BH98-28w —
BH98-29w —
BH98-24 —
BH98-26w —
BH98-18 —
BH98-20w —
BH98-14 —
BH98-15 —
BH98-08 —
BH98-12 —
BH98-05w
BH98-06w —
BH98-03 —

CH5 BH98-09
BH98-21w ]

BH98-19 1

CH4 BH99-08 4
BH98-13 —

CH1 BH99-14w —
BH92-08 —
BH99-11w
BH99-12w —

Figura 12. Dendograma de homologia obtenido con la restrictasa Hinf |
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4.2.3. Patrones de RFLP obtenidos tras restriccion con Rsa |

La restriccion con Rsa | permitié la observaciéon de dos a cinco
bandas de tamafio relativo comprendido entre 160 y 620 pb. El analisis de
estos resultados permitid constatar la existencia de seis patrones,
denominados CR1 a CR6 (figura 13), cuyas caracteristicas diferenciales

estan recogidas en la tabla 13.

320

180

CR1 CR2 CR3 CR4 CR5 CR6

Figura 13. Resultados de la restriccion con Rsa I. Carrera M: marcador VIII, a su izquierda
el tamano de los fragmentos en pares de bases. Carreras 1 a 6: ejemplo de los
patrones de restriccion obtenidos con los diferentes aislados; 1: CR1; 2: CR2;
3: CR3; 4: CR4; 5: CR5y 6: CR6.

La banda mas frecuente fue la de 580 pb, que compartieron
cuatro patrones, seguida por las de 180, 400 y 620 pb, que se encontraban
en tres de los seis perfiles diferenciados. El patron mas frecuente fue el CR5
en el que se incluyeron 25 aislados, seguido por el CR2 con 15. Se
observaron tres perfiles unicos, CR1 (aislado BH99-12w), CR6 (aislado
BH99-14w) y CR3 (aislado BH98-36w). Las cepas BH98-36w y la BH99-14w,
ya aparecian como patrones unicos en el estudio de los RFLP obtenidos tras
digestion con el enzima Alu |I. En este ensayo tampoco se observaron

patrones mixtos (tabla 13).
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Tabla 13. Caracteristicas de los patrones RFLP obtenidos con Rsa | y
distribucion de los aislados

Patréon
RFLP

CR1

CR2

CR3

CR4

CR5

CR6

Caracteristicas

N° de Tamaiio relativo
bandas (pb)

2 580, 620

2 370, 620

4 180, 220, 370, 460

4 160, 330, 400, 580

4 180, 200, 400, 580

5 180, 200, 400, 580, 620

Aislados

BH99-12w

BH91-01

BH92-05, 08, 10, 12, 16
BH93-18, 20

BH98- 03, 08, 09, 12, 14, 24, 27

BH98-36w

BH98-05w, 06w, 34w, 37w, 39, 40, 41w
BH99-05w

BH91-02

BH92-07, 09, 17

BH93-19

BH98- 01w, 04, 13, 15, 16w, 18, 19,
20w, 21w, 23, 25, 26w, 28w, 29w, 30w,
31w, 32w, 33

BH99-08, 11w

BH99-14w

La homologia entre aislados pertenecientes a un mismo patron

fue del 100 %, y la similitud entre los diferentes patrones oscil6 entre el 0%
(vgr CR1 frente a CR3) y el 88,9% (CR5 y CR6) (tabla 14, figura 14).

Tabla 14. Grado de similitud entre los patrones RFLP obtenidos tras la
restriccion con Rsa

CR1
CR2
CR3
CR4
CR5
CR6

1.000

0.667 1.000

0.000 0.000 1.000
0.286 0.000 0.222
0.333 0.000 0.250
0.571 0.333 0.222
CR1 CR2 CR3

1.000

0.667 1.000

0.600 0.889 1.000
CR4 CR5 CR6
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Resultados

Distancia reescalada
Patrén Aislado 0 5 10 15 20 25

CR2 BH93-18 —
BH93-20 —

BH98-03 —

BH92-12 —

BH92-16 —

BH92-08 —

BH92-10 —

BH91-01 —

BH92-05 —

BH98-24 —

BH98-27 —

BH98-12

BH98-14 —

BH98-08 —

BH98-09 —

CR1 BH99-12w
CR4 BH98-41w —
BH99-05w —

BH98-05w —

BH98-39 —

BH98-40 —

BH98-34w

BH98-37w —

BH98-06w -

CR5 BH92-17 —
BH93-19 —

BH98-01w —

BH92-07 —

BH92-09 —

BH99-11w —

BH91-02 —

BH98-33 —

BH99-08 —

BH98-31w —

BH98-32w —

BH98-29w —

BH98-30w —

BH98-26w —

BH98-28w —

BH98-23 —

BH98-25 —

BH98-20w —

BH98-21w —

BH98-18 —

BH98-19 —

BH98-15

BH98-16w —

BH98-04 —

BH98-13 —

CR6 BH99-14w — |

CR3 BH98-36w '

Figura 14. Dendograma de homologia obtenido con la restrictasa Rsa |
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4.2.4. Ribodemas obtenidos siguiendo el protocolo de Clark

El analisis conjunto de los resultados obtenidos con las diferentes
restrictasas permitio la identificacion de seis ribodemas distintos (C1 a C6),
con homologias intra e inter-poblacionales del 70 al 100% (vgr. C1) y del 12%
(vgr. C2 frente a C5) al 67,2% (vgr. C1 frente a C2), respectivamente (tabla
15, figura 15).

Tabla 15. Grado de similitud entre los ribodemas

C1 0.70-1

C2 0.672 1.000

C3 0.599 0.517 0.70-1

C4 0405 0476 0.664 1.000

C5 0.367 0.120 0.333 0.178 0.72-1

C6 0.404 0364 0.613 0.381 0.607 1.000
C1 C2 C3 C4 C5 C6

En el caso de los ribodemas C1, C3 y C5, en los que la similitud
de los aislados incluidos en cada uno de ellos fluctuaba entre el 70% vy el
100%, se establecieron subgrupos de homologia conformados por aislados
con similitud del 100%, que fueron denominados como el ribodema de origen
seguido por una letra minuscula. Asi, en el caso del ribodema C1 se
identificaron cuatro subgrupos de homologia (C1a a C1d), ocho en C3 (C3a
a C3h) y tres en C5 (C5a a C5c¢) (figura 15).

El ribodema C1 incluye 14 aislados (27,5%), con una similitud
media del 82%, distribuidos en cuatro subgrupos de homologia. Este ribodema
se caracteriza porque todos los aislados comparten el patrén CR2, y ademas
los subgrupos C1a, C1b y C1c también comparten CA4. Se mantiene como
“posiblemente relacionado” con C2 y C3 y “no relacionado” con los restantes
ribodemas. Los aislados incluidos en los subgrupos C1a y C1c fueron

obtenidos de pacientes con diarrea aguda, mientras que el incluido en C1d y
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los aislados BH92-05, BH92-10, BH92-12 y BH93-18, pertenecientes a C1c, lo

fueron de diarreas cronicas (tablas 15y 16).

Tabla 16. Caracteristicas del ribodema C1

Subgrupos de homologia

Ribodema Aislados Patrones
Cla Clb Clc Cid RFLP

BH92-16

Cla  1.000 BH93-20 CR2+CA4+CH3
BH98-27

o BH92-05, 10, 12

BH93-18

Clb 0947  1.000 BH95.03. 05, 12 CRE*CA4+CH?
14, 24

Clc 0909 0857 1.000 BH98-09 CR2+CA4+CH5

Cid 0737 0778 0700 1.000 BH91-01 CR2+CA3+CH2

El ribodema C2 incluye un unico aislado (BH98-36w) procedente
de un paciente diagnosticado de diarrea aguda. Se caracteriza por presentar
los perfiles CA2, CR3 y CH2, los dos primeros exclusivos de esta poblacion,
y su relacion con el resto de ribodemas es de “posiblemente relacionado”
con C1y C3, y de “no relacionado” con C4, C5y C6 (tabla 15).

El ribodema C3 resulté ser el mas frecuente con 31 aislados
(60,3%), con una similitud media del 80,5%, distribuidos en ocho subgrupos
de homologia (C3a a C3h), y su relacion con los demas ribodemas es de “no
relacionado” con C5 y de “posiblemente relacionado” con los otros (tablas 15
y 17). EI 87,1% (27/31) de los aislados procedian de pacientes con diarrea
aguda; no obstante, en tres de ellos la parasitacion por B. hominis se asocio
con otros enteropatégenos, en un caso (BH98-01) a S. sonnei, y en los
restantes (BH98-18, BH98-23) a C. jejuni.

El ribodema C4 incluye un unico aislado (BH98-31w), obtenido de

un paciente diagnosticado de diarrea aguda. Se caracteriza por estar
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unicamente relacionado con C3 y por presentar los perfiles CA1, CH2 y CR5,

el primero de ellos exclusivo de esta poblacion.

Tabla 17. Caracteristicas del ribodema C3

Subgrupos de homologia
Ribodema

C3a C3b C3c C3d C3e C3f

C3a 1.000

C3b 0.830 1.000

C3c 0.846 0.960 1.000

C3d 0.700 0.725 0.750 1.000

C3e 0.700 0.741 0.786 0.929 1.000

C3

C3f 0846 0.720 0.700 0.700 0.786 1.000

C3g 0.720 0.833 0.800 0.800 0.889 0.880

C3h 0.700 0.800 0.846 0.846 0.929 0.846

C3g

1.000

0.960

Aislados
C3h

BH98-05w, 37w
BH99-05w

BH98-15

BH92-17

BH98-13, 19
BH99-08

BH98-21w

BH98-06w, 34w
39, 40, 41w

BH93-19

BH98-01w, 18,
20w, 26w, 28w,
29w, 30w, 32w

BH91-02
BH92-07, 09
BH98-04, 16w,
23, 25,33

1.000

Patrones RFLP

CA4+CH2+CR4

CA4+CH2+CR5

CA4+CH3+CR5

CA3+CH4+CR5

CA3+CH5+CR5

CA3+CH2+CR4

CA3+CH2+CR5

CA3+CH3+CR5

Los tres aislados que constituyen el ribodema C5 se obtuvieron de

pacientes con diarrea cronica, y se distribuyen en tres subgrupos de

homologia (C5a a C5c), con una similitud media del 81,9%. Todos ellos

presentan el patron CH1 y los subgrupos C5a y C5b comparten el perfil CAG,

exclusivo de estos aislados,

relacionados con C6 (tablas 15y 18).

Tabla 18. Caracteristicas del ribodema C5
Grupos de homologia
Ribodema
Ch5a C5b C5c
Cha 1.000
cs C5b 0.947 1.000
C5c 0.783 0.727 1.000

lo que determina que unicamente estén

. Patrones
Aislados RFLP
BH99-12w CA6+CH1+CR1
BH92-08 CA6+CH1+CR2
BH99-14w CA5+CH1+CR6
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En el ribodema C6 se incluye solo un aislado (BH99-11w),
recuperado de un paciente con diarrea crénica, con los perfiles CH1, CA4 y
CRS5, el primero de ellos como vimos en C5, relacionado con diarreas
cronicas. Los indices de similitud determinan su posible relaciéon con C3 y C5
(tabla 15).

El analisis estadistico demostré la existencia de asociaciones
estadisticas (p<0,05) entre los aislados del ribodema C3 y diarrea aguda, y
el ribodema C5 y diarrea cronica, con riesgos relativos de 1,74 y 4,8

respectivamente (tabla 19).

Tabla 19. Correlacion estadistica entre ribodema y tipo de diarrea.

Ratio Correlacion estadistica
Ribodema N° de aislados  DA:DC:ASINT* Rjesgo relativo p

C1 14 4:3:0 <1 > 0,05
Cc2 1 1:0:0 <1 > 0,05
C3 31 9:1:0,3 1,74 0,01
C4 1 1:0:0 <1 > 0,05
C5 3 0:3:0 4,8 0,02
C6 1 0:1:0 <1 > 0,05

*DA: Diarrea aguda; DC: Diarrea crénica; ASINT: asintomatico.

Al comparar los patrones de RFLP que caracterizaron a cada
grupo, hemos encontrado correspondencia entre nuestros ribodemas C3, C5

y C6 con los descritos por Clark como 3, 1y 6, respectivamente.

En la figura 15 se resumen en un dendograma los patrones

obtenidos y las relaciones de homologia existentes entre ellos.
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Ribodema

C1
C1la

C1b

Cic
C1d

C2
C3
C3a

C3b
C3c

C3d

C3e

C3f

C3g

C3h

C4

C5 cC5a
C5b
C5c

C6

Aislado

BH92-16
BH93-20
BH98-27
BH92-12
BH93-18
BH98-03
BH92-05
BH92-10
BH98-14
BH98-24
BH98-08
BH98-12
BH98-09
BH91-01
BH98-36w
BH98-37w
BH99-05w
BH98-05w
BH98-15
BH92-17
BH98-19
BH99-08
BH98-13
BH98-21w
BH98-40
BH98-41w
BH98-06w
BH98-34w
BH98-39
BH98-32w
BH93-19
BH98-01w
BH98-29w
BH98-30w
BH98-26w
BH98-28w
BH98-18
BH98-20w
BH92-07
BH92-09
BH98-04
BH98-33
BH91-02
BH98-23
BH98-25
BH98-16w
BH98-31w
BH99-12w
BH92-08
BH99-14w
BH99-11w

Distancia reescalada

Figura 15. Dendograma de homologia de los ribodemas segun el protocolo de Clark.

91



Tesis Doctoral Maria Victoria Dominguez Marquez Resultados

4.3. Patrones RFLP y ribodemas obtenidos segun el protocolo de
Béhm

La amplificaciéon del fragmento de ADN comprendido entre los
cebadores F4 y R4, permitio la deteccion en todos los aislados de un unico

fragmento con un tamafo aproximado de 1.100 pb (figura 16).

pb M 1 2

1114 1100 pb Figura 16. Resultados de la amplificacion

con F;y R4. Carrera M: marcador VIll, a
su izquierda el tamarfio de los fragmentos
en pares de bases. Carrera 1: Amplicén
del aislado BH91-01. Carrera 2: Amplicén
del aislado BH98-31w.

501
320

4.3.1. Patrones de RFLP obtenidos tras restriccion con Alu |

El tratamiento de los amplicones de 1.100 pb con el enzima Alu |
permitié detectar entre uno y cuatro fragmentos, con tamanos relativos
comprendidos entre 210 y 675 pb, y la existencia de cinco patrones de
restriccion (BA1 a BAS) (figura 17, tabla 20).

147

BA1 BAZ2

Figura 17. Resultados de la restriccion con Alu I. Carrera M: marcador VIII, a su izquierda
el tamano de los fragmentos en pares de bases. Carreras 1 a 5: ejemplo de los
patrones de restriccion obtenidos con los diferentes aislados, de BA1 a BAS.
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El patron mas frecuentemente observado fue BA4 con 27 aislados
(53%), seguido de BA1 con 19 (37,2%). No se detectaron patrones mixtos,

pero si un perfil exclusivo de un aislado, el BA3 (tabla 20).

Tabla 20. Caracteristicas de los patrones RFLP obtenidos con Alu | y
distribucion de los aislados

Caracteristicas

Patron - . Aislados
RFLP N° de Tamano relativo

bandas (pb)

BH91-01

BH92-10, 12

BH93-18

BH98-01w, 13, 14, 15, 26w, 27, 28w, 29w,
30w, 31w, 32w, 36w, 41w

BH99-05w, 08

BH92-05
BH99-14w

BA3 2 250, 310 BH99-12w

BH91-02
BH92-07, 09, 16, 17
BH93-19, 20

BA4 3 210, 250, 675 BH98-03, 04, 05w, 06w, 08, 09, 12, 16w,
18, 19, 21w, 23, 24, 25, 33, 34w, 37w, 39,
40
BH99-11w

BH92-08
BH98-20w

BA1 1 675

BA2 4 210, 250, 310, 400

BA5 4 310, 350, 400, 475

El grado de similitud entre los aislados incluidos en el mismo
patrén fue del 100%, mientras que la homologia encontrada entre los
diferentes patrones oscil6 entre el 0 % (vgr. BA1 frente a BA2) y el 66,7%
(vgr. BA2 frente a BAS) (tabla 21, figura 18).

Tabla 21. Grado de similitud entre los patrones RFLP obtenidos tras la
restriccion con Alu |.

BA1 1.000

BA2 0.000 1.000

BA3 0.000 0.571 1.000

BA4 0.500 0.500 0.400 1.000

BA5 0.000 0.667 0.333 0.000 1.000
BA1 BA2 BA3 BA4 BAS
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Patrén

BA4

BA2

BA3
BA1

BA5

Figura 18.

Distancia reescalada
Aislado 0 5 10 15 20 25

BH93-19 —
BH93-20 —
BH98-03 —
BH92-16 —
BH92-17 —
BH92-07 —
BH92-09 —
BH99-11w  —
BH91-02 —
BH98-39 —
BH98-40 —
BH98-34w  —
BH98-37w  —
BH98-25 —
BH98-33 —
BH98-23 —
BH98-24 —
BH98-19 —
BH98-21w  —
BH98-16w  —
BH98-18 —
BH98-09 —
BH98-12 —
BH98-06w
BH98-08 —
BH98-04 —
BH98-05w
BH99-14w
BH92-05 J
BH99-12w
BH92-12 —
BH93-18 —]
BH98-01w  —
BH91-01 —]
BH92-10 —]
BH99-05w  —
BH99-08 —]
BH98-36w  —
BH98-41w  —
BH98-31w  —
BH98-32w  —
BH98-20w  —
BH98-30w  —
BH98-27 —]
BH98-28w  —
BH98-15
BH98-26w  —
BH98-13 —]
BH98-14 —
BH98-20w
BH92-08 J

Dendograma de homologia obtenido con la restrictasa Alu |
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4.3.2. Patrones de RFLP obtenidos tras restriccion con Hinf |

Tras la digestion con el enzima Hinf | se detectaron de dos a cinco
fragmentos, con tamafos relativos comprendidos entre 190 y 850 pb. El
analisis de los perfiles de restriccion permitié constatar la existencia de seis

patrones, denominados BHi1 a BHi6 (figura 19).

M 1 2 3 4 5 6

BHi1 BHiZ BHi3 BHi4 BHIS5 BHiG

14

=]

Figura 19. Resultados de la restriccion con Hinf I. Carrera M: marcador VI, a su izquierda
el tamano de los fragmentos en pares de bases. Carreras 1a 6: ejemplo de los
patrones de restriccion obtenidos con los diferentes aislados, de BHi1 a BHi6.

El fragmento mas frecuentemente encontrado fue el de 575 pb,
detectado en cuatro de los seis patrones, seguido por el de 310 pb (tabla
22).

Se observé un patron claramente mayoritario, el BHi6, en el que
se incluyeron el 82% de los aislados estudiados (42/51). Se detectaron tres
patrones unicos (BHi1, BHi3 y BHi5) y no aparecié ningun patrén que

pudiera considerarse mixto (tabla 22).

Analizados los patrones obtenidos, determinamos que esta
restrictasa es la que permite discriminar entre un mayor numero de patrones

distintos a partir del amplicon de Bohm (tabla 22).
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Tabla 22. Caracteristicas de los patrones RFLP obtenidos con Hinf | y
distribucion de los aislados

Patréon
RFLP

BHi1

BHi2

BHi3

BHi4

BHi5

BHi6

N° de
bandas

4

Caracteristicas

Tamano relativo

(pb)

200, 310, 575, 650

310, 775

190, 490, 575

230, 775

200, 310, 490, 575, 850

190, 575

Aislados

BH92-07

BH92-08
BH98-12, 33
BH99-14w

BH98-32w

BH98-01w
BH99-11w

BH93-19

BH91-01, 02

BH92-05, 09, 10, 12, 16, 17

BH93-18, 20

BH98- 03, 04, 05w, 06w, 08, 09, 13, 14, 15,
16w, 18, 19, 20w, 21w, 23, 24, 25, 26w, 27,
28w, 29w, 30w, 31w, 34w, 36w, 37w, 39,
40, 41w

BH99-05w, 08, 12w

La homologia entre los aislados pertenecientes al mismo patron

fue del 100%, y el indice de similitud entre los diferentes patrones variaba
del 0% (vgr. BHi1 frente a BHi4) al 88,9% (vgr. BHi1 frente a BHi5) (tabla

23).

Tabla 23. Grado de similitud entre los patrones RFLP obtenidos tras la
restriccion con Hinf .

BHi1
BHi2
BHi3
BHi4
BHi5
BHi6

1.000

0.333 1.000
0.333 0.000
0.000 0.500
0.889 0.286
0.333 0.000
BHi1 BHi2

1.000
0.000
0.444
0.667
BHi3

1.000

0.000 1.000

0.000 0.286 1.000
BHi4 BHi5 BHi6
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Patron

BHi6

BHi3
BHi1
BHi5
BHi4

BHi2

Figura 20.

Aislado

BH93-18
BH93-20
BH98-03
BH92-16
BH92-17
BH92-10
BH92-12
BH92-05
BH92-09
BH91-01
BH91-02
BH99-08
BH99-12w
BH98-41w
BH99-05w
BH98-39
BH98-40
BH98-36w
BH98-37w
BH98-31w
BH98-34w
BH98-29w
BH98-30w
BH98-27
BH98-28w
BH98-25
BH98-26w
BH98-23
BH98-24
BH98-20w
BH98-21w
BH98-18
BH98-19
BH98-15
BH98-16w
BH98-13
BH98-14
BH98-08
BH98-09
BH98-05w
BH98-06w
BH98-04
BH98-32w
BH92-07
BH93-19
BH98-01w
BH99-11w
BH99-14w
BH92-08
BH98-12
BH98-33

Dendograma de homologia obtenido con la restrictasa Hinf |

Distancia reescalada

0 5 10 15 20 25
Fom——— Fom——— Fom——— Fom———— Fom———— +
] |
| |
- 1 |

]

|
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4.3.3. Patrones de RFLP obtenidos tras restriccion con Rsa |

La restriccion de los amplicones con este enzima permitid la
observacion de dos patrones diferentes, denominados BR1 y BR2, con dos
y tres fragmentos, respectivamente, de tamafos relativos comprendidos
entre 190 y 625 pb (figura 21, tabla 24).

pb M 1 2 3 4
1114

692
Figura 21. Resultados de la restriccion

501 con Rsa I. Carrera M: marcador VIII, a su

404 izquierda el tamano de los fragmentos en
pares de bases. Carreras 1 a 4: ejemplo

320 de los patrones de restriccion obtenidos
con los diferentes aislados, de BR1 a

242 BR2.

180

BR1

Tabla 24. Caracteristicas de los patrones RFLP obtenidos con Rsa | y
distribucion de los aislados

Caracteristicas

Patron Aislados
RFLP N° de Tamaiio relativo

bandas (pb)
BH91-01, 02
BH92-05, 07, 08, 09, 10, 12, 16, 17
BH93-18, 19, 20
BH98-01w, 03, 04, 05w, 06w, 08, 09, 12,

BR1 2 560,625 13, 14, 15, 16w, 18, 19, 20w, 21w, 23, 24,
25, 26w, 27, 28w, 29w, 30w, 31w, 32w, 33,
34w, 36w, 37w, 39, 40, 41w
BH99-05w, 08, 11w

BR2 3 190, 450, 560 BH99-12w, 14w

La similitud entre los aislados pertenecientes al mismo patrén fue
del 100%, y la homologia entre ambos patrones (BR1 frente a BR2) fue del
40%. Encontramos un patron claramente mayoritario (BR1) en el que se
incluyen la totalidad de los aislados, a excepcion de BH99-12w y BH99-14w,
que constituyen el segundo patrén (BR2). Estos dos aislados presentaron

patrones exclusivos en varios de los analisis realizados.
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Distancia reescalada

Patron  Aislado 0 5 10 15 20 25

BR1 BH93-19 —
BH93-20  —
BH98-01w  —
BH92-17  —
BH93-18  —
BH92-12  —
BH92-16  —
BH92-09  —
BH92-10  —
BH92-07  —
BH92-08  —
BH91-02  —
BH92-05  —
BH99-11w  —
BH91-01  —
BH99-05w —
BH99-08  —
BH98-40  —
BH98-41w  —
BH98-37w  —
BH98-39  —
BH98-34w  —
BH98-36w  —
BH98-32w  —
BH98-33  —
BH98-31w  —
BH98-30w —
BH98-28w  —
BH98-20w  —
BH98-26w —
BH98-27  —
BH98-24  —
BH98-25  —
BH98-21w  —
BH98-23  —
BH98-19  —
BH98-20w —
BH98-16w  —
BH98-18  —
BH98-14  —
BH98-15  —
BH98-12  —
BH98-13  —
BH98-08  —
BH98-09  —
BH98-05w
BH98-06w —
BH98-03  —
BH98-04  —

BR2 BH99-12w
BH99-14w ]

Figura 22. Dendograma de homologia obtenido con la restrictasa Rsal
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4.3.4. Ribodemas obtenidos siguiendo el protocolo de Bohm

El analisis conjunto de los resultados obtenidos con los tres
enzimas de restriccion estudiados, permiti6 la identificacion de siete
ribodemas (B1 a B7), con homologias intra e inter-poblacionales que
fluctuaban entre el 75% y el 100% (vgr. B5) y entre el 21,7% (vgr. B1 frente a
B7)y el 68,3% (vgr. B1 frente a B2), respectivamente (tabla 25).

Tabla 25. Grado de similitud entre los ribodemas segun el protocolo de Bohm

B1 0.76-1

B2 0.683 0.88-1

B3 0.662 0.646 1.000

B4 0.555 0.603 0.458 0.70-1

B5 0430 0.381 0.625 0.404 0.75-1

B6 0.511 0435 0.667 0.246 0.400 1.000

B7 0.217 0446 0.588 0.289 0.470 0.625 1.000
B1 B2 B3 B4 BS B6 B7

El indice de homologia entre las cepas que constituyeron cada
uno de los ribodemas, fue siempre igual o superior al 70%, tal y como puede
observarse en los intervalos intra-poblacionales de la tabla 25. Dentro de
cada ribodema definimos subgrupos que reflejaban si existia identidad entre
las cepas (coeficiente de similitud del 100%) compartiendo en ese caso el
mismo subgrupo; o si se trataba de cepas estrechamente relacionadas
(indice de homologia entre el 70 y el 99%) incluyéndose en el mismo
ribodema pero en diferente subgrupo. Entre los ribodemas descritos, el
estudio del grado de similitud entre cepas, permitié distinguir entre los
“posiblemente relacionados” (vgr. B1 respecto de B2, B3, B4 y B6) con
porcentajes de homologia mayores o iguales al 50%, y los “no relacionados”

(vgr. B1 respecto de B5 y B7) cuyo indice de homologia era inferior al 50%.
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Patrén

B1

B2

B3

B4

BS

B6
B7

B1a

B1b

B1c
B2a
B2b

Bda

B4b
B4c
B5a
B5b

Aislado

BH92-17
BH93-20
BH98-03
BH92-09
BH92-16
BH98-40
BH91-02
BH98-37w
BH98-39
BH98-25
BH98-34w
BH98-23
BH98-24
BH98-19
BH98-21w
BH98-16w
BH98-18
BH98-08
BH98-09
BH98-05w
BH98-06w
BH98-04
BH92-12
BH93-18
BH98-13
BH91-01
BH92-10
BH99-05w
BH99-08
BH98-36w
BH98-41w
BH98-30w
BH98-31w
BH98-29w
BH98-28w
BH98-26w
BH98-27
BH98-14
BH98-15
BH98-32w
BH92-07
BH93-19
BH92-05
BH98-12
BH98-33
BH99-11w
BH98-01w
BH98-20w
BH92-08
BH99-12w
BH99-14w

Distancia reescalada

5 10 15 20 25
Fom———— Fom———— Fom———— Fom——— Fom———— +
E— .

Figura 23. Dendograma de los ribodemas obtenidos con el protocolo de Béhm
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En el ribodema B1 se agrupan 40 cepas, que representan el 78,8%
del total. Dichos aislados se encuentran distribuidos en tres subgrupos entre
los que el indice de similitud promedio fue del 83,7%. Los subgrupos Bla y
B1b, incorporan la mayor parte de los aislados del ribodema B1, casi todos
procedentes de pacientes sintomaticos, a excepcion del aislado BH98-16w de
origen asintomatico. Comparten dos de los tres patrones de RFLP (BR1 y
BHi6). El subgrupo B1c, se caracteriza por la presencia de una unica cepa,
BH98-32w, originaria de un cuadro de diarrea aguda. La relacion de este
ribodema con el resto es de “posiblemente relacionado” respecto de B2, B3,
B4 y B6; y de “no relacionado” con B5 y B7 (tabla 26).

Tabla 26. Ribodema B1 y sus correspondientes subgrupos

: . Subgrupos
Ribodemz: grup Aislados Patrones RFLP

B1la B1b Bic

BH91-02
BH92-09,16, 17
BH93-20
BH98-03, 04, 05w, 06w, 08, 09,
16w, 18, 19, 21w, 23, 24, 25,
34w, 37w, 39, 40
BH91-01
B1 BH92-12
BH93-18, 20
B1b 0.833 1 BH98-13, 14, 15, 26w, BA1 + BHi6 + BR1
27, 28w, 29w, 30w, 31w,
36w, 41w
BH99-05w, 08

B1a 1 BA4 + BHi6 + BR1

B1c 0.769 0.909 1 BH98-32w BA1 + BHi3 + BR1

En el ribodema B2 diferenciamos dos subgrupos con un coeficiente
de similitud del 88,9%, al compartir dos perfiles de RFLP, el BA4 y el BR1.
Estas dos cepas constituyen el 3,92% del total a estudio, y se diferencian en
los subgrupos B2a (BH92-07) relacionado con sindrome de diarrea cronica y
B2b (BH93-19) correspondiente con diarrea aguda. De acuerdo con los datos
de homologia, el ribodema B2 esta posiblemente relacionado con los
ribodemas B1, B3 y B4, y no guarda relacion con los aislados de los ribodemas
B5, B6 y B7 (tabla 27).
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Tabla 27. Caracteristicas del ribodema B2 y subgrupos de homologia

Subgrupos
Ribodema Aislado Patrones RFLP
B2a B2b
B2a 1 BH92-07 BA4 + BHi1 + BR1
B2
B2b 0.889 1 BH93-19 BA4 + BHi5 + BR1

El ribodema B3 incluye un unico aislado (1,96%), la cepa BH92-05.
Se caracteriza por estar relacionado con todos los demas, a excepciéon de B4
con el que su indice de homologia es inferior al 50% y por presentar los
patrones BHi6, BR1 y BAZ2; este ultimo caracteristico de los aislados

procedentes de sindromes diarreicos cronicos.

El ribodema B4 lo conforman cuatro aislados (7,84%), distribuidos
en tres subgrupos con una similitud promedio del 78,8%. Los subgrupo B4a y
B4c incluyen aislados relacionados con diarrea aguda; mientras que el
subgrupo B4b se asocia con diarrea cronica. Este ribodema se caracteriza
también por la presencia de un perfil unico el BHi4, que aparece en los
aislados de los subgrupos B4b y B4c, y por estar “posiblemente relacionado”

con los ribodemas B1 y B2 (tabla 28).

Tabla 28. Caracteristicas del ribodema B4 y subgrupos de homologia

Subgrupos
Ribodema Aislados Patrones RFLP
B4a B4b B4c
B4a 1 BH98-12, 33 BA4 + BHi2 + BR1
B4 B4b 0.857 1 BH99-11w BA4 + BHi4 + BR1
B4c 0.700 0.833 1 BH98-01w BA1 + BHi4 + BR1

En el ribodema B5 encontramos unicamente dos aislados (3,9%)
localizados cada uno en un subgrupo, entre los que el coeficiente de similitud
promedio fue del 75%. En B5a encontramos una cepa de un paciente

aquejado de diarrea aguda, BH98-20w; mientras que el B5b, con el aislado
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BH92-08, se presentaba en un paciente con sindrome diarreico crénico en el
que se identificdé ademas Salmonella spp. Estos aislados presentaban un
patron exclusivo, BA5, lo que los mantiene como “no relacionados” respecto
de B1, B2, B4, B6 y B7, es decir, el resto de ribodemas con excepcion de B3,
con el que estaria posiblemente relacionado al presentar un grado de
homologia del 62,5% (tabla 29).

Tabla 29. Ribodema B5 y sus subgrupos correspondientes

Subgrupos
Ribodema Aislados Patrones RFLP
B5a B5b
B5a 1 BH98-20w BA5 + BHi6 + BR1
B5
B5b 0.750 1 BH92-08 BA5 + BHi2 + BR1

Los ribodemas B6 y B7 engloban a sendos aislados, BH99-12w y
BH99-14w, obtenidos de pacientes con diarrea cronica, y se caracterizan por
presentar los patrones RFLP: BA3, BHi6 y BR2, y BA2, BHi2 y BR2,
respectivamente. Ambos ribodemas estan posiblemente relacionados entre si

y con B3, y B6 ademas se relaciona con B1.

Analizadas las correlaciones estadisticas entre la pertenencia a un
ribodema determinado y los diagndsticos, diarrea aguda o croénica,
unicamente se encontrd relacion estadisticamente significativa entre diarrea
aguda y el ribodema B1; ya que tras la aplicacién del test Chi-cuadrado,
corregido por el factor de Yates, el valor de la p de Pearson fue de 0,05; con

un riesgo relativo de 1,76.

Al comparar los patrones de RFLP que caracterizaron a cada
grupo, hemos encontrado correspondencia entre nuestros ribodemas B5, B1,
B6 y B7 con los descritos por Bohm como Ill, IV y V (en este ultimo se

agruparian B6 y B7) respectivamente.
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4.4. Analisis conjunto de los ribodemas obtenidos segun protocolos
de Clark y Bohm

El analisis conjunto de los resultados obtenidos con los protocolos
de Clark (ribodemas C1 a C6) y de Bohm (ribodemas B1 a B7), permitio la
descripcion de cinco ribodemas (R1 a R5) (tablas 30 y 31, figura 24), con
homologia intra e inter-poblacionales que oscilaban entre el 70 al 100% (vgr.
R1), y entre el 25,5% (vgr. R2 frente a R5) y 65,7% (vgr. R4 frente a R5),

respectivamente (tabla 30).

Tabla 30. Grado de similitud entre ribodemas totales

R1 0.70-1

R2 0.674 0.70-1

R3 0453 0.574 1.000

R4 0347 0.395 0.553 0.718

RS 0.331 0.255 0.457 0.657 1.000
R1 R2 R3 R4 RS

Tras el analisis estadistico se comprob6 que los ribodemas R1 y
R2 fueron los mas frecuentes, presentando aislados procedentes de diarrea
aguda y también crénicos. Se encontré unicamente relacion estadistica
significativa entre la pertenencia al patron R2 y diarrea aguda, con valor de p

de 0,005 y un riesgo relativo de 1,85.

Tabla 31. Correlacion estadistica entre ribodema y diagndstico

Correlacion estadistica

Ribodema Relac_ién con !\l° de Ratio . .
otros ribodemas  aislados DA:DC:ASINT  Riesgo relativo P
R1 R2 15 10:5: 0 <1 > 0,05
R2 R1, R3 32 28:3: 1 1,85 0,005
R3 R2, R4 1 0:1:0 <1 > 0,05
R4 R3, R5 2 0:2:0 <1 >0,05
R5 R4 1 0:1:0 <1 > 0,05

*DA: Diarrea aguda; DC: Diarrea crénica; ASINT: asintomatico.
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Distancia reescalada

Ribodema  Aislado 0 5 10 15 20 25

R1 BH92-16
BH93-20
BH98-08
BH98-24
BH98-03
BH98-09
BH92-12
BH93-18

BH98-14
BH92-10 j—
BH98-27

BH92-05
BH98-12
BH91-01
BH98-36w
R2 BH98-05w
BH98-37w
BH99-05w
BH98-15
BH92-17

—
T

o T
—
I

I

I

I

BH98-33
BH98-13
BH99-08
BH98-19
BH98-21w
BH98-39 —
BH98-40 —
BH98-06w
BH98-34w —
BH98-41w ———
BH91-02
BH92-09
BH98-04
BH98-23
BH98-25
BH98-16w —
BH98-18
BH98-29w — !
BH98-30w —

BH98-26w —
BH98-28w }
BH98-32w

BH98-01w
BH98-20w
BH98-31w
R3 BH99-11w
R4 BH99-12w
BH99-14w |
R5 BH92-08

Figura 24. Dendograma de homologia obtenido tras analisis conjunto de los perfiles de RFLP
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El analisis de las diferencias y semejanzas del agrupamiento
obtenido en conjunto, respecto del analisis separado por amplicones;
demostré que la distribucion de los aislados se asemeja a la obtenida en el
protocolo de Clark en un 94,1%; mientras que ese dato es del 39,2% al

compararlo con la agrupacion obtenida con el método de Bohm.

4.5. Analisis de la variacién intraespecifica de B. hominis segun el

protocolo de Init

La separacion electroforética de los amplicones obtenidos con los
cebadores TR7 y TRs, permitio la deteccion de uno a ocho fragmentos con

tamafos relativos comprendidos entre 300 y 1.500 pb (figura 25).

Figura 25. Ejemplo de los resultados de la amplificaciéon con TR7 y TR8. Obsérvese la
gran diversidad de perfiles obtenidos.

El analisis individualizado de los aislados objeto de estudio,
demostré la existencia de 36 perfiles, lo que supone una divergencia entre
los aislados proxima al 70%. Se obtuvieron diferencias importantes en el
namero y en el tamafio de los fragmentos relacionadas con el caracter
xénico o no de los cultivos (figura 27), razén por la cual, optamos por

analizar los resultados separadamente.
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Distancia reescalada

Aislado 0 5 10 15 20 25

BH93-19 —
BH93-20 —
BH91-02 —
BH92-09
BH93-18 —
BH92-05 —
BH92-07 —
BH98-06w —_— —

BH98-13
BH98-30w

BH98-16w

BH98-26w :I——
BH98-21w
BH98-05w
BH98-31w -
BH98-18
BH92-12
BH98-12
BH98-28w
BH98-24

BH92-12

BH98-25 -

BH98-19
BH98-20w

BH98-08
BH98-09 }7 —
BH98-03 —

BH98-15
BH98-04
BH98-23
BH99-08
BH98-41w
BH98-33
BH92-10
BH98-14
BH98-27
BH99-05w

—
]
|

o
]

L] |

BH92-16
BH98-32w
BH91-01
BH92-08
BH99-12w

BH99-14w |
BH98-29w
BH98-40
BH98-36w
BH98-34w
BH98-39
BH98-37w

Figura 26. Dendograma de homologia con el total de aislados segun protocolo de Init
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4.5.1. Patrones obtenidos en los aislados axénicos

En este caso comprobamos la existencia de uno a cinco
fragmentos, cuyos tamanos relativos oscilaban entre 450 y 900 pb, y tres
patrones (P1 a P3), algunos de ellos con subgrupos de homologia (figura
27).

pb_ M1 1 2 3 4 5 6 M2 pb
3639
2799

1900

12

1164

114 - 992

800

T
692 "

i

404

Pia Pib P2 P3a P3b Plc

Figura 27. Resultados de la amplificacién con TR7 y TR8. Carreras M1 y M2: marcadores
VIl y VII, respectivamente. Carreras 1 a 6: ejemplo de los subgrupos obtenidos
con los diferentes aislados; 1: P1a; 2: P1b; 3: P2; 4: P3a; 5: P3b; 6: P3c.

El grado de similitud entre aislados incluidos en el mismo, o en
diferentes patrones, oscilaba entre el 67,5% y el 100% (vgr. P1) y entre el 0%
(vgr. P1 frente a P2) y el 75% (vgr. P2 frente a P3a), respectivamente. De
modo que los aislados incluidos en P3b, son los unicos que mantienen

relaciones de homologia con todos los demas patrones (tabla 32, figura 28).

Tabla 32. Grado de similitud entre los patrones obtenidos con TRy y TRs

P1a 1.000

P1b 0.675 1.000

P2 0.000 0.000 1.000

P3a 0.000 0.000 0.750 1.000

P3b 0400 0.450 0.500 0.800 1.000

P3c 0.000 0.000 0.000 0.667 0.500 1.000
P1a P1b P2 P3a P3b P3c
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Distancia reescalada

Patrén Aislado 0 5 10 15 20 25

P1a BH93-19 —
BHO93-20 —
BH91-02 —
BH92-09
BH93-18 —
BH92-05 —
BH92-07 —
P1b BH98-18 —
BH92-12
BH98-12 —
P2 BH92-16 —
BHO2-17 —
BH98-14 —
BH92-10 —
BHO98-33 —
BH98-40 —
BH98-25 —
BH98-27
BH98-19 —
BHO98-24 —
BH92-08 —
P3a BH98-08 —
BH91-01 —
BH98-03 —
BH98-11 —
BH98-23 —
BH98-08
BHO98-09 —
BH98-04 —
P3b BH98-13
P3c BH98-39

Figura 28. Dendograma de homologia de los aislados axénicos segun protocolo de Init

Los aislados incluidos en el patrén P1, se distribuyeron en dos
subgrupos P1a y P1b, entre los que el indice de homologia fue del 67,5%.
Se caracterizan por presentar un fragmento mayoritario de 500 pb, lo que
relaciona P1 con los patrones 2 y 4 descritos por Init et al. (1999). Los
pacientes eran todos sintomaticos, el 50% de los ellos con diagnéstico de

diarrea aguda. (tabla 33).
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Tabla 33. Caracteristicas y aislados de los patrones y subgrupos obtenidos

Caracteristicas de los fragmentos

Patron Subgrupo Mayoritario Otros Aislados

BH91-02
BH92-05, 07, 09

o P1a 500 400, 525, 650, 700 BHO3-18 19. 20
BH92-12
P1b 500 400, 600, 700 BH98-12, 18
BH92-08, 10, 16,17
P2 BH98-14, 19, 24,25,27, 33,
450
40
BH91-01
BH98-03, 04, 08, 09, 15, 23
P3a 450, 550 BH99-08
P3
P3b 450, 500, 550 700, 900 BH98-13
P3c 550 850 BH98-39

En P2 se incluyeron 11 aislados, nueve procedentes de pacientes
con diarrea aguda (81,8%) y los restantes con diarrea crénica. Todos los
aislados presentaron el mismo patrén, con un fragmento unico de 450 pb
(tabla 33). En el patrén P3 se definieron tres subgrupos que compartian un
fragmento mayoritario de 550 pb. Cabe destacar que el patron P3b tuvo
como bandas mas frecuentes las de 450, 500 y 550 pb, lo que lo convertiria,
en cuanto a los fragmentos mayoritarios, en un patrén mixto de P3a + P3c.
De los diez aislados incluidos en este patron, siete estaban relacionados
con procesos diarreicos agudos y los restantes con diarrea cronica (tabla
33).

El analisis estadistico demostré la ausencia de asociaciones

significativas entre la pertenencia a un patrén y el tipo de proceso diarreico.
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Tampoco encontramos equivalencias entre nuestros resultados y
los patrones descritos por Init ef al. (1999), excepto la coincidencia del
fragmento mayoritario de 500 pb de nuestro P1 con los patrones 2 y 4, de
estos autores.

4.5.2. Patrones obtenidos en los aislados no axénicos

La amplificacion de los 20 aislados no axénicos permitid la
obtenciéon de dos a ocho fragmentos, con tamafios relativos comprendidos
entre 300 y 1500 pb. El analisis de los resultados demostro la existencia de
diferencias importantes en el tamafio y numero de bandas, respecto de las

obtenidas con los aislados axénicos (figura 29).

pb M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11

1114
692
501

320
242

-
-

—-—
-
-
-
—-—

Figura 29. Resultados de la amplificacion con TR; y TRg. Carrera M1: marcador VIII, a su
izquierda el tamano de los fragmentos en pares de bases. Carreras 1 a 11:
ejemplo de los patrones obtenidos con diferentes aislados monoxénicos con
Enterococcus faecalis; 1: BH98-32w; 2: BH98-31w; 3: BH98-30w; 4: BH98-28w;
5: BH98-26w; 6: BH99-12w; 7: BH98-20w; 8: BH98-16w; 9: BH98-06w; 10:
BH98-05w; 11: BH98-01w.

Tras analizar todas las bandas se obtuvo una matriz de distancias
que permitid diferenciar 14 patrones, doce de los cuales eran exclusivos de
un aislado. Los indices de homologia entre los patrones eran tan bajos que
no se pudieron establecer relaciones entre la mayoria de ellos. A partir de
estos datos deducimos que el analisis realizado a partir de cepas xénicas, tal
y como se muestra en el dendograma de homologia (figura 30), no

discrimina bien entre el ADN bacteriano y el de B. hominis.
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Los aislados procedian de pacientes sintomaticos, con un mayor
porcentaje de diarreas agudas (16/20), sin que se encontraran relaciones
estadisticamente significativas, entre un patron y diarrea aguda o crénica.
Tampoco se encontraron correspondencias entre estos patrones y los

publicados por Init et al. (1999).

Distancia reescalada

Aislado 0 5 10 15 20 25

BH98-16w
BH98-30w ;
BH98-26w

BH98-21w — -
BH98-32w
BH98-05w
BH98-06w ]
BH98-28w -
BH98-31w
BH98-01w
BH99-05w
BH98-20w

BH99-11w ;
BH99-12w —|—
BH99-14w

BH98-29w
BH98-36w
BH98-41w

BH98-34w
BH98-37w

Figura 30. Dendograma de homologia obtenido con los aislados no axénicos

4. 6. Estudio de poblaciones isoenzimaticas en aislados de B. hominis

La totalidad de los aislados axénicos mostraron actividad frente a
los ocho sistemas enzimaticos ensayados: enzima malico (EM), glutamico-
oxalacetato transaminasa (GOT), glucosa 6-fosfato deshidrogenasa (G6PDH),
glucosa fosfato isomerasa (GPIl), hexoquinasa (HK), malato deshidrogenasa
(MDH), 6-fosfogluconato deshidrogenasa (6PGDH) y fosfoglucomutasa
(PGM). En los enzimas EM, GOT, GPI, HK, 6PGDH y PGM todos los aislados
mostraron una unica banda con una movilidad relativa (MR) de 100; mientras
que en el caso de G6PDH todos ellos presentaron dos bandas con MR de 70

y 100. Sin embargo, en la actividad MDH se observaron tres bandas, dos de
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ellas comunes (MR: 70 y 100) y otras con MR 38, 55 o 60 que fueron
detectadas en el 12,9%, 64,5% y 22,6% de los aislados, respectivamente
(tabla 34, figura 31).

Tabla 34. Movilidad electroforética relativa de los diferentes enzimas
obtenida para cada aislado de B. hominis.

Actividad enzimatica
EM GOT G6PDH GPI HK MDH 6PGDH PGM

BH98-03 100 100 70, 100 100 100 55,70, 100 100 100
BH98-04 100 100 70, 100 100 100 60, 70, 100 100 100
BH98-08 100 100 70, 100 100 100 60, 70, 100 100 100
BH98-09 100 100 70, 100 100 100 55,70, 100 100 100
BH98-12 100 100 70, 100 100 100 55,70, 100 100 100
BH98-13 100 100 70, 100 100 100 55,70, 100 100 100
BH98-14 100 100 70, 100 100 100 55,70, 100 100 100
BH98-15 100 100 70, 100 100 100 55,70, 100 100 100
BH98-18 100 100 70, 100 100 100 55,70, 100 100 100
BH98-19 100 100 70, 100 100 100 38, 70, 100 100 100
BH98-23 100 100 70, 100 100 100 55,70, 100 100 100
BH98-24 100 100 70, 100 100 100 38,70, 100 100 100
BH98-25 100 100 70, 100 100 100 38,70, 100 100 100
BH98-27 100 100 70, 100 100 100 38, 70, 100 100 100
BH98-33 100 100 70, 100 100 100 55,70, 100 100 100
BH98-39 100 100 70, 100 100 100 55,70, 100 100 100
BH98-40 100 100 70, 100 100 100 60, 70, 100 100 100
BH99-08 100 100 70, 100 100 100 55,70, 100 100 100
BH91-01 100 100 70, 100 100 100 55,70, 100 100 100
BH91-02 100 100 70, 100 100 100 55,70, 100 100 100
BH92-05 100 100 70, 100 100 100 55,70, 100 100 100
BH92-07 100 100 70, 100 100 100 60, 70, 100 100 100
BH92-08 100 100 70, 100 100 100 55,70, 100 100 100
BH92-09 100 100 70, 100 100 100 55,70, 100 100 100
BH92-10 100 100 70, 100 100 100 60, 70, 100 100 100
BH92-12 100 100 70, 100 100 100 60, 70, 100 100 100

Aislado
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BH92-16
BH92-17
BH93-18
BH93-19
BH93-20

100
100
100
100
100

100
100
100
100
100

70, 100
70, 100
70, 100
70, 100
70, 100

100
100
100
100
100

100
100
100
100
100

60, 70, 100
55, 70, 100
55, 70, 100
55, 70, 100
55, 70, 100

100
100
100
100
100

100
100
100
100
100
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100 - e —

70 -

100

38 -
: 55
60
70

1 2 3 4

6GPD | PGM

Figura 31. Bandas detectadas en cada una de las actividades enzimaticas en estudio.
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La movilidad electroforética relativa de las bandas detectadas,
permitio definir tres patrones distintos (A, B y C) para la actividad MDH y uno
(A) para cada uno de los restantes enzimas (tabla 35).

Tabla 35. Patrones enzimaticos

Actividad Movilidad relativa (MR) Patréon

EM 100 A
GOT 100 A
G6PDH 70, 100 A
GPI 100 A
HK 100 A
38, 70, 100 A

MDH 55, 70, 100 B
60, 70, 100 C

6PGDH 100 A
PGM 100 A

La combinacion de los perfiles demostré la existencia de tres
poblaciones enzimaticas o zimodemas, denominados Z1, Z2 y Z3, con
homologias intra e inter-poblacionales del 100% y del 87,5% (Z1 frente a Z2 'y
Z3, y viceversa), respectivamente (tabla 36, figura 32).

Tabla 36. Poblaciones isoenzimaticas

Patrones isoenzimaticos N° de
Zimodema :
EM GOT G6PDH GPI HK MDH 6PGDH PGm aislados
Z1 A A A A A B A A 20
Z2 A A A A A A A A 4

Z3 A A A A A C A A 7



Tesis Doctoral Maria Victoria Dominguez Marquez Resultados

Distancia reescalada

Zimodema  Aislado 0 5 10 15 20 25

21 BH93-19 —
BH93-20
BH98-03  —
BH92-17
BH93-18  —
BH92-08  —
BH92-09
BH92-05
BH99-08  —
BH91-01 —
BH98-33
BH98-39
BH98-18  —
BH98-23
BH98-14  —
BH98-15  —
BH98-12
BH98-13
BH98-09  —
BH91-02

Z2 BH98-25 —
BH98-27
BH98-19
BH98-24
Z3 BH92-12  —
BH92-16  —
BH98-04  —
BH92-07
BH92-10  —
BH98-08
BH98-40

Figura 32. Dendograma de homologia obtenido del anadlisis de las actividades enzimaticas

Todos los aislados incluidos en esta fase procedian de pacientes
sintomaticos. El zimodema Z1 fue el mas frecuente al incluir el 64,5% de los
aislados; 13 de los cuales estaban asociados a procesos diarreicos agudos y
siete a cronicos. Todos los aislados del zimodema Z2 habian sido obtenidos
de diarreas agudas; mientras que en el caso de Z3, el numero de aislados
relacionados con diarreas agudas o cronicas fue de tres y cuatro,

respectivamente.

El andlisis estadistico no mostrd asociaciones significativas entre

las poblaciones enzimaticas y el tipo de diarrea.
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5. Discusion
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5.1. Sobre la prevalencia y la obtencién de muestras

El analisis microscépico reveld una prevalencia del 21,5%;
superior a los datos reflejados en nuestro pais por otros autores (Pena et al.,
1992; Tortola et al.,, 1994); y coincidentes con los publicados en el mismo
area geografica por Borras et al. (1991b y 1991c) y Carbajal et al. (1997b).
La parasitacion era mas comun en los adultos que en los nifios con una tasa
ligeramente superior en los varones, aunque sin diferencias significativas. En
estudios previos se habia resefiado una incidencia levemente superior en el
sexo femenino (Garcia et al., 1984; Sunn et al., 1989; Senay y MacPherson,
1990; Nimri, 1993; Carbajal et al., 1997b).

Para obtener suficiente biomasa y realizar los pertinente estudios,
se cultivaron la muestras en medio bifasico de Boeck-Drbohlav (Zierdt et al.,
1967) y se aplicé el procedimiento de axenizacién que combina la adicién
secuencial de antibidticos con la purificacion en gradiente de ficoll-acido
metrizoico, descrito por Zierdt y Williams (1974), Zierdt (1991a) y Lanuza et al.
(1997a). Se consiguid un éxito en la axenizacion del 47,4%. Conviene resaltar
la dificil adaptacion de B. hominis al cultivo in vitro, y lo costoso de su

axenizacion.

El objetivo era cultivar y axenizar cepas de Blastocystis hominis de
muestras fecales de pacientes con sindromes diarreicos, asi como de
portadores sanos; finalmente el 98,5% de los aislados estudiados fueron
obtenidos de pacientes sintomaticos, preferentemente con recuentos
superiores a 5 células por campo de 40x. Conseguir aislados procedentes de
pacientes asintomaticos resulté complicado; en parte porque la poblacion de
portadores estudiada fue sensiblemente inferior a la de sintomaticos, y por otro
lado porque no siempre se alcanzaba el inéculo minimo necesario para el

crecimiento en cultivo.

Las condiciones requeridas para la axenizacibn son
extremadamente estresantes para los parasitos, lo que explicaria el que

algunas cepas no lleguen a axenizarse. En estudios realizados con E.
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histolytica, se destaca la dificultad encontrada en la axenizaciéon de cepas no-
invasivas (Mirelman et al.,1986a). La capacidad de sobrevivir en ausencia de
bacterias, segun Mirelman et al. (1986b) y Andrews et al. (1990) puede venir
acompanada de una mayor virulencia. Es posible que esto ocurra en B.
hominis, y explicaria en parte las dificultades de axenizacion de los aislados

procedentes de portadores.

5.2. A propésito de los analisis de RFLP del gen del ARN-16S

ElI ADN ribosomal es una familia multigénica con secuencias
repetidas en tandem, cuya evolucion se realiza mediante cambios
mutacionales lo que la convierte en una secuencia altamente conservada
(Gasser, 1999). El analisis del gen que codifica el ARN de la subunidad
menor ribosomal (ssADNr) en B. hominis, ha sido utilizado de forma
extensiva en estudios filogenéticos (Arisue et al., 2002; Noéel et al., 2003)
mediante diversas técnicas, una de ellas el estudio del polimorfismo de

fragmentos de restriccion (RFLP).

Clark (1997) examiné la secuencia de genes de la ssARNr de 30
aislados de B. hominis usando el analisis de RFLP con 11 restrictasas,
previa amplificacion por PCR. Con dos de las restrictasas se obtuvo el
mismo patrén en todos los aislados, lo que demuestra la necesidad de
buscar dianas y enzimas adecuados para que este método resulte util
(Gasser, 1999; Hoevers et al., 2000). El analisis filogenético se resumi6 en
un dendograma que mostré la existencia de siete ribodemas (I a VII)

repartidos en dos lineas principales, entre las que la divergencia era del 7%.

Este trabajo de Clark (1997) es un referente y sugiere que la
diversidad genética de B. hominis, ampliamente demostrada, puede ser la
responsable de las discrepancias acerca de si produce enfermedad en
humanos o no; pero de este estudio, ademas del numero de variantes
detectadas, cabe destacar el importante grado de divergencia existente entre

algunos aislados.
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Siguiendo el protocolo descrito por Clark, en nuestro estudio
detectamos seis ribodemas diferentes (C1 a C6), tres de los cuales, C3, C5y
C6 coincidian con los ribodemas de Clark Ill, | y VI, respectivamente. Los
ribodemas se encontraban distribuidos en dos ramas bien diferenciadas, con

un grado de divergencia entre ellas del 34%, superior al descrito por Clark.

Coincidimos con otros autores en que no existen variaciones
genéticas motivadas por la localizacion geografica, ya que hemos
encontrado que nuestro ribodema C5 (I de Clark) es homélogo al descrito en
el estudio de Hoevers et al. (2000) como H1, donde se incluyen aislados
procedentes de Papua Nueva Guinea y de Méjico. El grupo de Hoevers
realizd este analisis de RFLP de la ssARNr, con aislados de B. hominis de
hospedadores procedentes de zonas geograficas distintas, sin encontrar

asociacion entre un genotipo y una region determinada.

Destacamos la necesidad de describir nuevos ribodemas a los
publicados por Clark, ya que de los seis genotipos que obtuvimos, tres son
de nueva descripcion. Datos similares son referidos por Yoshikawa et al.
(2000), quienes utilizando la técnica de riboprinting, distinguen entre cuatro

subtipos, de los cuales solo dos habian sido previamente descritos.

Kaneda et al. (2001), refieren resultados similares cuando
reproducen, con tres de las restrictasas, el protocolo de Clark en 64 aislados
humanos de poblacién sintomatica y asintomatica; estableciendo correlacion
estadistica entre la pertenencia a los ribodemas |, lll y VI y la aparicion de
sintomas. Este grupo mantiene la nomenclatura de Clark y a los siete
ribodemas ya descritos afade el VIII y el IX. Sus ribodemas I, Ill y VI, se
corresponden con los que hemos descrito como C5, C3 y C6,
respectivamente. El genotipo mas frecuente fue el Il con 23 cepas, 21 de las
cuales procedian de poblacidn asintomatica. En nuestro estudio no se
detectd este genotipo, probablemente porque analizamos un solo portador.
Tampoco coincidimos en el manejo estadistico de los datos realizado por

estos autores, ya que la correlacidn se obtiene al plantear como significativa
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la pertenencia a cualquiera de los tres ribodemas en conjunto (I, lll y VI),
pero analizados separadamente no existe correlacién entre un ribodema en

concreto y la aparicion de sintomas.

Ho et al. (2001) utilizan los mismos cebadores de Clark (1997) en
13 aislados, consiguiendo en todos ellos un amplicén de 1.800 pb, de inferior
tamano al obtenido en nuestro estudio con 2.540 pb. Los aislados eran de
procedencia humana y animal, y se diferenciaron en siete ribodemas (R1 a
R7). Coincidimos en dos de los genotipos descritos por el grupo de Ho, R2
que se corresponde con nuestro C5, asociado con diarrea croénica, y el R3
con el C3, relacionado con diarrea aguda. El genotipo R3 lo comparten
cepas de origen humano pero también aislados de rata y de cobaya; lo que
refuerza la hipotesis del posible origen zoondtico de la infeccidn. El ensayo
les permitid diferenciar entre especies de Blastocystis originarias de distintos
hospedadores, pero sin detectar variacion intraespecifica; es probable que
por el escaso numero de aislados estudiados procedentes de una misma

especie animal.

Arisue et al. (2002) se basan en el riboprinting disefiado por Clark
y construyen un arbol filogenético con siete genotipos, una vez examinadas
las secuencias de 40 aislados de B. hominis. Buscan en estas secuencias
las dianas de los enzimas de restriccion utilizados por Clark y encuentran
semejanzas en cuatro de los siete ribodemas, el I, I, lll y VI; que se
corresponden con algunos de los descritos en nuestro trabajo; en concreto
con el C5 (I), C3 (lll) y C6 (VI). De su estudio se concluye que con las
mismas secuencias se obtienen los mismos ribodemas, pero que la
pertenencia a un mismo ribodema, no implica que las secuencias sean
iguales; confirmando la fiabilidad de la secuenciacion, frente a otras técnicas,

en el estudio de la diversidad genética.
Es evidente que la secuenciacion aporta una informacion

completa, pero presenta el inconveniente de que no permite extraer

conclusiones de una forma rapida (Gasser, 1999). Las diferencias entre
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patrones de RFLP, por el contrario, se pueden observar directamente en el
gel.

El analisis estadistico individual de los diferentes perfiles,
unicamente establecié asociacion entre la asignacion al perfii CH1 y la
presentacion de un cuadro de diarrea cronico; fue necesaria la combinacion
de los resultados de las tres actividades enzimaticas para encontrar
significacidon estadistica entre procesos de diarrea aguda y la inclusion en el
ribodema C3, y la pertenencia al ribodema C5 con la presentacion de
cuadros de diarrea cronica. Nuestros datos refuerzan la hipétesis de Clark,
afirmando que las diferencias genéticas se pueden correlacionar con
diferencias en la patogenicidad; siendo el primer estudio que demuestra esta

posibilidad con significacion estadistica.

Otra parte del estudio del gen de la ssARNr se realiz6 siguiendo el
protocolo desarrollado por Bohm-Gloning et al. (1997). Este grupo amplifica
sélo una parte del gen utilizando cebadores especificos disefiados a partir de
la secuencia de B. hominis publicada por Johnson et al. (1989). Obtienen
dos amplicones diferentes, uno de 850 pb, otro de 1,1 Kpb y cinco cepas en
las que se detectaron los dos amplicones simultdneamente. Una vez
tratados los productos de amplificacion con las restrictasas (Alu |, Hinf | y
Rsa ), se analizaron los patrones de bandas y las cepas se distribuyeron en
cinco subgrupos (I a V), ninguno de los cuales estaba asociado
significativamente con enfermedad intestinal. En este estudio se detectaron
patrones mixtos, cinco aislados coinfectados con los subgrupos Il y Ill, y tres

muestras que contenian el subgrupo | y el Il.

Hoevers et al. (2000) sugieren que la presencia de patrones
mixtos se debe a la coexistencia en el tracto intestinal de un mismo
hospedador, de multiples parasitos con genotipos diferentes; o bien, que los
genes en tandem, responsables de codificar la ssARNr, posean diferente
secuencia nucleotidica, dando lugar a diferencias en el tamafio de los

amplicones y de los patrones de RFLP obtenidos.
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Cuando aplicamos este protocolo a nuestros aislados, obtuvimos en
todos los casos un amplicon de 1,1 Kpb, al que tratamos con los enzimas
Alu I, Hinf I y Rsa |, diferenciando siete ribodemas (B1a B7) con relaciones
de homologia entre ellos, que oscilaron entre el 21,7 y el 88 %. A diferencia
del grupo de Bohm, no detectamos ningun patron mixto. Hemos encontrado
concordancia entre los ribodemas B5, B1, B6 y B7, con los descritos
previamente como Ill, IV y V (en este ultimo se agruparian B6 y B7),
respectivamente. Se aplico el test Chi-cuadrado corregido por Yates, para
valorar asociaciones significativas, y se encontré correlacion entre la
pertenencia al ribodema B1 y la presentacion de un cuadro de diarrea

aguda.

Cuando analizamos de forma conjunta los ribodemas obtenidos a
partir de los 51aislados estudiados, una vez aplicados ambos protocolos
(Clark, 1997; Bohm-Gloning et al., 1997), obtuvimos 5 ribodemas (R1a R5).

La distribucion del analisis conjunto se asemeja en un 94,1 % a la
que describimos como (C1 a C6) protocolo de Clark; y tan s6lo en un 39,2 %
a la de Bohm-Gloning et al. (B1a B7). El protocolo de Clark discrimina mejor
ya que analiza la secuencia completa del gen y no sélo una parte, como
ocurre en el estudio de Bohm. El coeficiente de homologia encontrado entre
genotipos distintos oscilé entre el 22,6 y el 67,7 %. Se encontrd correlacion
estadistica entre la pertenencia a R2, y la presentacion de un cuadro de

diarrea aguda.

Coincidimos en lo manifestado por Clark (2000), segun el cual las
variaciones genéticas cripticas explicadas fuera de un contexto clinico, no

aportan informacién suficientemente relevante.

5.3. Acerca de la variabilidad obtenida segun protocolo de Init

El analisis utiliza una técnica que recuerda a los RAPD (Random

Amplification of Polimorphic DNA) para obtener patrones que detecten
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diferencias entre cepas. Yoshikawa et al. (1996c¢), utilizan la técnica del
RAPD para diferenciar aislados de B. hominis de origen humano, de cepas
procedentes de otros hospedadores. A partir de estos resultados
(Yoshikawa et al., 1998), desarrollaron cebadores especificos de subtipo

que si sirvieron para diferenciar entre especies y cepas.

Init et al. (1999) son los primeros en estudiar en B. hominis
secuencias repetitivas de ADN para diferenciar directamente entre cepas,
describiendo cinco patrones en los 20 aislados estudiados. La interpretacién
de los perfiles resulta incompleta ya que se abstienen de valorar algunas de
las bandas detectadas en las muestras xénicas, argumentando que puedan
ser de origen bacteriano. En este analisis utilizan los cebadores disefiados
por Riley et al. (1991) a partir del ADN gendmico de T. vaginalis, los cuales
reconocen secuencias de ADN cortas, repetitivas y ubicuas; dando lugar a
perfiles que recuerdan a los minisatélites. La especificidad de los cebadores,
determinada por los nucledtidos localizados en el extremo 3° de los
cebadores, permite amplificar el genoma de un gran numero de eucariotas

inferiores.

De los cinco patrones descritos por este grupo, unicamente
encontramos cepas axénicas en el patron 1, todas ellas procedentes de
individuos sanos y con el mismo origen geografico. Los patrones 2 y 4,
obtenidos tanto en pacientes sintomaticos como en asintomaticos,
comparten un producto de 500 pb y dos fragmentos de 750 y 1.500 pb, que
estos autores relacionan con patogenicidad; al igual que el fragmento de 280
pb localizado también en los patrones 3 y 5, asociado con la presentacion de

un cuadro de diarrea cronica.

Nuestros datos no coinciden con los de Init, ya que una vez
amplificadas la totalidad de las cepas, se obtuvo un complejo numero de
patrones con diferencias importantes entre aislados xénicos y axénicos. Se

entendié que las diferencias eran debidas a la amplificacién de secuencias
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de la microflora bacteriana acompanante, y que los cebadores no

discriminaban suficientemente entre el ADN bacteriano y el de B. hominis.

Es por ello que decidimos unicamente valorar los datos
obtenidos con las 31 cepas axénicas en los que distinguimos 3 patrones (P1
a P3), en uno de ellos (P1) encontramos una banda en comun con las de
Init, la de 500 pb.

El grupo de Init incluyd en el patrén 1 las cuatro cepas axénicas
analizadas, y aunque en el trabajo se afirma que la afinidad viene dada por
proceder de la misma localizacion geografica, consideramos que es la
ausencia de bacterias la responsable de su similitud. El analisis de RFLP ya
demostré que no existia relacion entre diferencias genéticas y origen
geografico. No se encontré significacion estadistica entre la pertenencia a un

patrén y un cuadro clinico determinado.

El protocolo disefiado por Riley et al. (1991), ha demostrado la
existencia de variabilidad genética en B. hominis a condicion de que las

cepas se encuentren en cultivo puro, lo cual limita su utilizacion.

5.4. A propésito del estudio isoenzimatico

El analisis isoenzimatico es una herramienta comunmente
utilizada en parasitologia para la diferenciacion de especies o de cepas
(Sargeaunt y Williams, 1979; Selander et al., 1986; Mirelman et al., 1986a), y
su aplicacion en B. hominis ha revelado la existencia de polimorfismo
enzimatico en este organismo (Mansour et al., 1995; Carbajal, 1996; Gericke
et al., 1997).

En el presente estudio se analizaron ocho actividades enzimaticas
en 31 aislados de B. hominis, todas ellas descritas en otras células eucariotas
como enzimas citosélicos (GPI, G6PDH, 6PGDH, PGM, HK) o mitocondriales
(MDH, GOT, EM), segun Harris y Hopkinson (1976).
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Se obtuvo una unica banda en todas las actividades ensayadas a
excepcion de la G6PDH y la MDH, en las que se detectaron dos y tres bandas,
respectivamente. La presencia de dos o mas bandas se interpreta como

codificacion poligénica (Harris y Hopkinson, 1976; Andrews et al.,1999).

Los enzimas estaban presentes en todas las cepas, las cuales
compartieron idénticos patrones electroforéticos en siete de los ocho enzimas
ensayados, y Unicamente se detectd la presencia de variantes isoenzimaticas
en la MDH. La diversidad quedd demostrada tras repetir todas las
detecciones, y de esa forma tratar de evitar posibles variaciones inter-ensayo.
No hay que olvidar que en poblaciones enzimaticas débilmente polimorficas,
como las presentadas en este estudio, se pueden dar problemas de
interpretacion debidos a diferencias en la intensidad de la tincién histoquimica,

resolucion imperfecta, etc.

La MDH presenta una estructura cuaternaria dimérica, codificada
por dos loci (Andrews et al., 1999), por lo que en organismos heterocigotos
diploides, es relativamente frecuente la aparicion de triple bandeo. La
aparicion de diferencias en la migracion de la banda de menor movilidad
electroforética relativa, permitié diferenciar isoenzimas entre los aislados vy
asignarlos en tres zimodemas diferentes (Z1, Z2, Z3). No se encontrd
asociacion significativa, entre la adscripcion a un zimodema determinado y la

presentacion de un cuadro de diarrea aguda o crénica.

Coincidimos en la escasa heterogeneidad demostrada por B.
hominis en los ensayos enzimaticos, ya descrita por Mansour et al. (1995) y
Carbajal (1996); quienes describen dos y tres zimodemas respectivamente. Es
importante destacar que estos ensayos infravaloran la diversidad, ya que no
todas las sustituciones aminoacidicas que se producen en las proteinas tienen
efecto en la carga, y por lo tanto en la migracion. Gericke et al. (1996), por el
contrario, describen 98 variantes en 119 aislados xénicos; segun Monis (2002)
no se pueden realizar estas técnicas con muestras que mezclen organismos

genéticamente distintos. Nuestro estudio también incide en la necesidad de

128



Tesis Doctoral Maria Victoria Dominguez Marquez Discusion

axenizar los cultivos para realizar estos ensayos, y asi evitar interferencias con

los enzimas de la flora bacteriana acompanante.

Durante el analisis de los resultados, se detectd que una de las
cepas procedentes de coleccidn, la BH92-05 incluida en el zimodema Z1 y
relacionada con un cuadro de diarrea cronica, habia sufrido un cambio de
patrén en el enzima GPI. Carbajal (1996) detecta en esta cepa, una movilidad
electroforética relativa de 88 (MR), y en nuestro estudio presentaba MR 100,
similar al resto de aislados. Fendmenos similares ya han sido descritos por
Mirelman et al. (1986a y 1986b) en una cepa de E. histolytica, perteneciente a
un zimodema no patdégeno, en la que detectaron su conversion a zimodema
patdgeno durante el proceso de axenizacion. Andrews et al. (1990) consiguen
la reversion al zimodema original, cuando reintroducen la flora bacteriana en el
medio de cultivo. Andrews et al. (1992) cultivan G. intestinalis in vitro e in vivo,
demostrando que los isoenzimas son caracteres cuyo comportamiento puede
variar dependiendo de las condiciones de cultivo; sugiriendo que se podria
producir una alternancia en la expresion de los genes que codifican
isoenzimas distintos, o bien la seleccidon de un genotipo especifico de una

mezcla presente en el original, por las condiciones de crecimiento.

La descripcion de tres zimodemas confirma de nuevo la existencia
de diversidad intraespecifica en B. hominis ya descrita por otros autores
(Upcroft et al., 1989; Muller, 1994; Ho et al., 1994; Mansour et al., 1995;
Gericke et al.,1997; Carbajal et al., 1997b; B6hm-Gloning et al., 1997; Clark,
1997; Init et al., 1999; Hoevers et al., 2000; Yoshikawa ef al., 2000; Kaneda
et al., 2001; Ho et al., 2001), y la hipotética existencia de aislados con
diferente potencial patogénico (Kukoschke y Muller, 1991; Mansour et al.,
1995; Carbajal et al., 1997b; Init et al., 1999; Kaneda et al., 2001); todo ello

confirmado en los distintos apartados de este trabajo.

La ventaja que nos ha ofrecido la técnica de electroforesis
enzimatica multilocus, es la posibilidad de estudiar caracteristicas fenotipicas
de ocho genes simultaneamente; los ensayos que utilizan el ADN

generalmente comparan solo un gen completo, o una regién determinada de
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ese gen. Aunque hay autores que afirman que mientras no se pueda
demostrar la independencia de los caracteres estudiados (Monis et al., 2002),
el analisis isoenzimatico no permitird una interpretacion genética de las

bandas que se detecten.
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6. Conclusiones
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Los resultados anteriormente descritos han permitido extraer las

siguientes conclusiones:

12.- Todos los métodos moleculares empleados han demostrado,
aunque con desigual capacidad de discriminacion, que B. hominis es un

organismo con marcada heterogeneidad genética.

22 - El analisis de la secuencia del ARN ribosomal 16S, mediante
técnicas de RFLP, ha detectado variantes asociadas a determinados
estados morbidos. El protocolo que utiliza los cebadores RD3 y RDs es el

que ha mostrado un mayor poder de resolucion.

32.- Consideramos que para poder comparar datos de RFLP de
forma efectiva es necesaria la utilizacion de protocolos normalizados, con
cepas de referencia, un panel comun de enzimas de restriccion y una

nomenclatura consensuada.

42 - El estudio de secuencias repetitivas utilizando TR; y TRs
resulta eficaz en la deteccidn de variacion intraespecifica Unicamente en

aislados axénicos, lo cual limita su utilizacion como marcador de diversidad.

52.- Las diferencias encontradas en la movilidad del enzima
malato deshidrogenasa demostraron la existencia de tres poblaciones
isoenzimaticas, sin que ninguna de ellas se asociara con un proceso

determinado.

6%.- La homologia encontrada entre nuestros aislados y los
genotipos de origen humano y animal descritos en otras areas geograficas,
sustentan la idea del origen zoondtico de la infeccion y demuestran la

ausencia de variaciones genéticas regionales.
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Todo lo cual nos demuestra que B. hominis es una especie
genéticamente heterogénea, y la asociacion estadistica observada, confirma

la existencia de poblaciones con diferente patogenicidad.
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