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RESUMEN

Las enteroparasitosis afectan a la estructura y ambiente intestinal generando
sintomatologia en pacientes susceptibles. Estas podrian llegar a desencadenar,
agravar o confundirse con Trastornos Gastrointestinales Cronicos (TGC), cada vez
mas frecuentes en la poblacidon. En el presente estudio, se analiza la prevalencia de
parasitos intestinales en 295 pacientes con TGC y/o sintomatologia mediante la
combinacién de métodos diagndsticos. Giardia intestinalis fue el parasito mas
prevalente (61,7%), seguido de Blastocystis sp. (13,2%), con una prevalencia de
parasitacion general del 67%. El andlisis molecular hallé los genotipos A (96%) y B
(4%) de G. intestinalis, y cinco subtipos de Blastocystis: ST1 (17,4%), ST2 (30,4%), ST3
y ST4 (21,7%) y ST6 (8,7%). Pese a ser el parasito mas frecuente, la asociacién entre
G. intestinalis y sus genotipos/subgenotipos con los TGC no ha podido ser
demostrada, mientras que si lo fue para Blastocystis y la intolerancia/malabsorcion
a lactosa, y entre el ST1 vy la Enfermedad Inflamatoria Intestinal. Asimismo, se reveld
una asociacion significativa entre G. intestinalis y Blastocystis, y la presencia de
sintomatologia ciclica, fatiga crénica, pérdida de peso y dolor articular, ademas de
urticaria en el caso de G. intestinalis. Por ultimo, se identificé como factor de riesgo
de adquirir G. intestinalis, el contacto habitual con nifios/as y/o personas con
discapacidad. La tasa de parasitacién intestinal no diagnosticada en la poblacién de
estudio es muy elevada y se asocia con una mayor prevalencia de sintomatologia,
sin embargo, queda sin confirmar la asociacién de un genotipo/subgenotipo/subtipo
concreto con la enfermedad en el ser humano. Es necesario la realizacion de
estudios especificos con un mayor tamafio muestral e incluyendo grupos control

para avanzar en la interpretacién del papel patdgeno de G. intestinalis y Blastocystis.

PALABRAS CLAVE: Pardsitos intestinales, Giardia intestinalis, Blastocystis,

caracterizacion molecular, trastornos gastrointestinales crénicos, sintomatologia.
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Introduccion

1. PARASITOSIS INTESTINALES

1.1. Definicién y situacién actual

Un parasito es un organismo que vive sobre o dentro de otro organismo hospedador
y obtiene sus alimentos de o a expensas de dicho hospedador. Las tres principales
clases de parasitos que pueden causar enfermedades en el ser humano son
protozoos, helmintos y artrépodos (pulgas, garrapatas, etc.) (Centros para el Control

y Prevencion de Enfermedades [CDC], 2016).

Las parasitosis intestinales son las enfermedades producidas por endoparasitos que
habitan en el intestino, ya sean unicelulares como los protozoos, o pluricelulares

como los helmintos (Chover et al., 2010).

Los protozoos son organismos unicelulares microscépicos que pueden ser de vida
libre o pardsita. Las enfermedades por protozoos o protozoosis, se producen al
multiplicarse el parasito en el interior del hospedador por diferentes mecanismos,
segln la especie, y pueden desarrollar infecciones graves a partir de un unico
organismo. En el caso de los protozoos intestinales humanos, la via de transmisién
mas comun es la fecal-oral mediante el contacto directo con personas o animales

infectados o por el consumo de alimentos o agua contaminados.

Por otro lado, los helmintos (vermes) son organismos pluricelulares que
generalmente presentan una forma alargada, un cuerpo blando, carecen de
esqueleto, y difieren de tamafio y forma segun la especie, siendo visibles a simple
vista en su etapa adulta. Estos también pueden ser de vida libre o parasitos en la

naturaleza. Se clasifican en tres grupos: nematodos, trematodos y cestodos. Las
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helmintiasis intestinales humanas se transmiten por diferentes vias: suelos
(geohelmintos), agua o alimentos contaminados o por el consumo de alimentos

concretos con fases larvarias (CDC, 2016).

Las parasitosis intestinales suponen un gran problema de salud publica a nivel global
con elevadas tasas de morbi-mortalidad debido a su elevada prevalencia, a su amplia
distribucion a lo largo del mundo vy a su capacidad de causar enfermedad afectando,
en mayor medida, a la poblacion de paises en vias de desarrollo, tropicales,
subtropicales y de climas templados, y, en menor medida, a los paises desarrollados
(Kirk et al., 2015; CDC, 2016; Rojo-Marcos & Cuadros-Gonzalez, 2016; Vos et al,,
2017; Pisarski, 2019). Segun la Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) en el afio
2017 aproximadamente un 25% de la poblacion mundial (1.500 millones de
personas) se encontraban en riesgo de sufrir parasitosis intestinales. Ademas, la
Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA, 2018) afirma que en los paises
europeos se confirman al afilo mds de 1.000 casos de parasitosis de origen

alimentario o transmitidas por alimentos y/o aguas contaminados.

Los parasitos intestinales pueden infectar a poblacién de cualquier grupo de edad,
pero afectan en mayor medida a los mds vulnerables, como la poblacion mas
desfavorecida, con bajos recursos socioeconémicos y condiciones higiénico-
sanitarias deficientes, junto con la poblacidon infantil, produciendo una
sintomatologia intestinal aguda, dando lugar a malabsorcion de nutrientes vy
desnutricion, y repercutiendo en el desarrollo fisico y cognitivo de los nifios (Solano
et al., 2008). Otros grupos de poblaciéon que pueden verse afectados son los viajeros
y personas inmunocomprometidas (Rojo-Marcos & Cuadros-Gonzalez, 2016;
Swathirajan et al., 2017; Jeske et al., 2018; Caner et al., 2019; Connor et al., 2019;

Esteghamati et al., 2019; Rodriguez-Pérez et al., 2019). Asimismo, las parasitosis no
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diagnosticadas y no tratadas pueden perdurar en el tiempo y cronificar apareciendo,
junto con la sintomatologia intestinal, una afectacién fisica y psico-social del

paciente (Bartelt & Sartor, 2015).

Los datos reales de prevalencia de parasitosis intestinales en humanos a nivel global
son dificiles de conocer debido a varios factores: a) el diagndstico de la mayoria de
enfermedades causadas por especies pardsitas no es de notificacion obligatoria en
muchos paises; b) la mayoria de las infecciones producidas por protozoos son
asintomaticas en un gran grupo de poblacién, por lo que no seran diagnosticadas, ni
notificadas; c) existen multitud de casos con sintomatologia leve e infeccion
autolimitante que no acuden a la sanidad publica y, por tanto, no se diagnostican ni
contabilizan; d) la limitacidon de los métodos diagndsticos rutinarios en sanidad
publica con una baja sensibilidad da lugar a falsos negativos (Fletcher et al., 2012;
McHardy et al., 2014, Plutzer et al., 2016; Rojo-Marcos & Cuadros-Gonzalez, 2016;
Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacion vy |la

Agricultura/Organizacion Mundial de la Salud [FAO/OMS], 2018; Reh et al., 2019).

Las especies de protozoos con mayor importancia en salud publica, tanto en los
paises desfavorecidos como en los desarrollados, son Giardia intestinalis,
Cryptosporidium spp. y Entamoeba histolytica, considerados los principales
causantes enfermedad gastrointestinal y diarrea aguda de origen parasitario, siendo
responsables de tasas significativas de morbilidad y mortalidad a nivel mundial,
siendo Cryptosporidium spp. la segunda causa de mortalidad por diarrea en menores
de 5 afios en los paises con rentas mas bajas (Chover et al., 2010; Fletcher et al,,
2012; Plutzer et al., 2016; Rojo-Marcos & Cuadros-Gonzalez, 2016; Azcona-Gutiérrez
et al., 2017; Efstratiou et al., 2017; Kotloff, 2017; Ahmed et al., 2018; Pisarski, 2019;

Reh et al., 2019; Dacal et al, 2020). Mas alld de los cuadros diarreicos, las
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enfermedades causadas por estos protozoos producen un deterioro de la capacidad
de absorcién intestinal, llegando a causar sindromes de malabsorcion y desnutricién
en los casos mas graves, pudiendo afectar a la funcién cognitiva y al desarrollo de
los nifios, v a la capacidad laboral y productiva de los adultos (Flecha et al., 2015;
Kotloff, 2017). Por estos motivos, tanto G. intestinalis como Cryptosporidium spp.
fueron incluidos en 2004 en la Iniciativa de las Enfermedades Desatendidas de la
OMS (Savioliet al., 2006) y, junto con E. histolytica, en la clasificacion de los parasitos
transmitidos por agua y alimentos con mayor importancia en salud publica a escala

mundial segln los expertos de la FAO/OMS en 2018.

Las enfermedades causadas por estos 3 protozoos son notificables en los paises de
la Union Europeay del Espacio Econdmico Europeo (EU/EEA, por sus siglas en inglés),
siendo la criptosporidiosis y giardiosis de declaracion obligatoria. En 2017, se
notificaron 19.437 casos confirmados de giardiosis y 11.418 de criptosporidiosis, de
los cuales 2.953 y 554 se notificaron en Espafia, respectivamente. La tasa mas
elevada de ambos pardsitos se registré en el grupo de edad entre O y 4 afios
(European Centre for Disease Prevention and Control [ECDC], 2019a; ECDC, 2019b).
En el mismo afio la Red Nacional de Vigilancia Epidemiolégica (RENAVE, 2017)
publicé el informe anual del Sistema de Informacién Microbiolégica (SIM) donde se
detallan los datos relativos a las notificaciones de las diferentes patologias
infecciosas por laboratorios espafioles en el afio 2016, con la limitaciéon de que
estima una cobertura de solamente el 30% de la poblacién. En este caso, se
notificaron 1067 casos confirmados de giardiosis y 180 casos de criptosporidiosis,
disminuyendo respecto a los 582 casos notificados en el afio 2015. En ambos casos
hubo una mayor incidencia en nifios con edades comprendidas entre 1y 9 afios. En

el caso de E. histolytica se notificaron 16 casos confirmados sin destacar una
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prevalencia mayor en grupos de edad especificos, manifestando la menor incidencia

de este parasito en nuestro pais (RENAVE, 2017).

Otros parasitos unicelulares frecuentes en Espafia son Blastocystis sp. vy
Dientamoeba fragilis (Fletcher et al., 2012), cuya identificacion no es de notificacién
obligatoria debido a la controversia sobre su posible patogenicidad o comensalismo
(Stensvold & van der Giezen, 2018; Wong et al., 2018; de Boer et al., 2020; Stensvold
et al., 2020). En el caso de Blastocystis, se ha asociado a sujetos asintomaticos y con
una microbiota sanay diversa (Krogsgaard et al., 2018; Nieves-Ramirez et al., 2018;
Mardani et al., 2019; Reh et al., 2019; Tito et al., 2019; de Boer et al., 2020), asi como
a pacientes con Trastornos Intestinales Crénicos (TIC) como el Sindrome de Intestino
Irritable (Sll) (Yakoob et al., 2010a; Nourrisson et al., 2014; Cifre et al., 2018) o
situaciones de alteracién de la microbiota intestinal o disbiosis (Nourrisson et al.,
2014; Yason et al.,, 2019), e incluso a pacientes que presentan sintomatologia
extraintestinal como urticarias (Casero et al., 2015; Aydin et al., 2019; Bahrami et al.,

2019).

En el caso de las helmintiasis intestinales humanas, segin la OMS (2004) afectan a
un minimo de 2.000 millones de personas a nivel mundial (24% aproximadamente),
lo que supone una amenaza para las poblaciones desfavorecidas con pobres
sistemas sanitarios y problemas de desnutricion. Las helmintiasis graves no tratadas
son capaces de producir problemas importantes, sobre todo en los mas pequefios,
gue afectan tanto al desarrollo intelectual como fisico y que dejan secuelas de por

vida (OMS, 2004).

Entre las helmintiasis intestinales humanas destacan las producidas por los
geohelmintos o helmintos transmitidos por suelo (Soil-Transmitted Helmints, STH)

por ser las mas frecuentes en humanos a nivel global. Mas de un cuarto de la
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poblacion mundial se encuentra en riesgo de infeccién por estas nematodosis
producidas por  Ascaris  lumbricoides, Trichuris  trichiura, Necator
americanus, Ancylostoma duodenale y Strongyloides stercoralis (Hotez et al., 2009;
Jourdan et al.,, 2018; Dacal et al., 2020; OMS, 2020). La infeccidén masiva por estos
parasitos puede producir sintomatologia intestinal, como diarrea y dolor abdominal,
desnutricion por malabsorcion de nutrientes, anemia y obstruccién intestinal y biliar
(Ehiaghe et al., 2013; Oliveira et al., 2015; Galgamuwa et al., 2018; Dacal et al., 2020;
OMS, 2020).

En relacion a las infecciones por helmintos transmitidos por alimentos (carnes o
pescados crudos o poco procesados), las mas comunes son las producidas por
Anisakis spp., Trichinella spp., Taenia solium y Taenia saginata (Robertson et al,,
2018; Dacal et al., 2020) y suelen ser origen de sintomatologia intestinal, como
diarrea, dolor abdominal y vomitos, y/o extraintestinal, como: a) reacciones
alérgicas a las proteinas del parasito como en el caso de Anisakis que provoca desde
urticarias o angioedema, hasta shock anafilactico (Aibinu et al., 2019); b) fiebres,
urticarias/edemas, mialgia y debilidad muscular en el caso de Trichinella, llegando a
producir miocarditis, meningoencefalitis, neumonia o fallo respiratorio (Gottstein et
al., 2009; Wilson et al, 2015; Rostami et al, 2017); c) cisticercosis o
neurocisticercosis junto con ataques epilépticos en el caso de T. solium (Debacq et
al., 2017; Herrador et al., 2020). En 2017 en la EU/EEA se notificaron 168 casos
confirmados de triquinosis, 5 de los cuales fueron confirmados en Espafia, afectando
en mayor medida a hombres de edades comprendidas entre 25 vy 44 afios (ECDC,

2019c).

Otro helminto muy comun a nivel mundial que puede ser transmitido de persona a

persona, o bien contaminando alimentos, es Enterobius vermicularis, que afecta
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principalmente a nifios y a su entorno familiar. La enterobiosis suele ser
asintomatica, pero puede producir prurito anal y vulvovaginitis en nifias (Bundy et
al., 2020), y, en casos especialmente complicados, puede jugar un papel en la

apendicitis aguda (Akkapulu & Abdullazade, 2015).

1.2. Giardia intestinalis

1.2.1. Descripcidn

Giardia intestinalis (también denominada Giardia duodenalis o Giardia lamblia) es
un microorganismo unicelular flagelado (Figura 1) perteneciente al dominio
eucariota formando parte del Reino Protista y del Orden Diplomonadida (Tabla 1).

Tabla 1. Taxonomia y clasificacién de G. intestinalis (Nacional
Center for Biotechnology Information [NCBI], s.f.-b)

REINO Protista, Protozoa
SUBREINO Excavata
FILO Metamonada
CLASE Fornicata
ORDEN Diplomonadida
FAMILIA Hexamitidae
SUBFAMILIA Giardiinae
GENERO Giardia
ESPECIE G. intestinalis, G. duodenalis o G. lamblia

Giardia es un protozoo que coloniza ambientes anaerobios, concretamente el
intestino delgado proximal (duodeno y yeyuno), de especies de mamiferos

vertebrados entre las que se incluye el ser humano (Madigan et al., 2009).
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Figura 1. Trofozoito de G. intestinalis capturado mediante microscopia
electrénica de barrido (MEB).

Autor: Janice Haney Carr. Fuente: CDC, ID# 8698. Disponible en:
https://phil.cdc.gov/Details.aspx?pid=8698.

Giardia intestinalis fue descrita inicialmente en 1681 por el neerlandés Anton van
Leeuwenhoek, que observd su presencia tras examinar una muestra de su materia
fecal con un microscopio de fabricacidon propia. En afios posteriores, otros
investigadores la describieron proponiendo los siguientes nombres: Cercomonas
intestinalis en 1859 por el investigador checo Lambl; Megastoma entérica en 1881
por Grassi; Giardia para denominar al género de estos protozoos flagelados en 1882
por Kunster; Lamblia intestinalis en 1888 por Blanchard en honor a Lambl; Giardia
duodenalis en 1902 por Stiles; Giardia lamblia en 1915 vy Giardia entérica en 1920
por Kofoid y Christiansen. Sin embargo, la denominacion binomial Giardia lamblia
propuesta por Stiles en 1920 en honor a los cientificos Giard y Lamb fue la aceptada
por la comunidad cientifica. Posteriormente, también fueron aceptadas las
denominaciones G. duodenalis e G. intestinalis como sindnimos debido a la

localizacion del pardsito (Adam, 2001).

Como ya se ha comentado, se trata de un pardsito microaerofilico, es decir, es capaz
de sobrevivir en habitats con bajas concentraciones de oxigeno como el intestino

delgado, pero elevadas concentraciones de este gas pueden comprometer su
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supervivencia, por este motivo, presenta un metabolismo que dispone de diferentes
vias enzimaticas para su desintoxicacion (Einarsson et al., 2016; Vivancos et al., 2018;
Lagunas-Rangel & Bermudez-Cruz, 2019). Giardia carece de organulos como
mitocondrias o aparato Golgi (Lagunas-Rangel & Bermudez-Cruz, 2019) y utiliza
principalmente las vias de la glucdlisis, mediante fermentacion y arginina
dihidrolasa, para la obtencion de energia a partir de los nutrientes presentes en el
contenido intestinal (glucosa, bilis, etc.) que introduce mediante fagocitosis y

pinocitosis a través del disco ventral (Einarsson et al., 2016).

Dentro del género Giardia la Unica especie que produce infeccién en el ser humano
es G. intestinalis, ya sea de forma sintomatica o asintomatica. Sin embargo, es
frecuente encontrar aislados de esta especie en animales domésticos (perros, gatos,
pajaros, ovejas, cabras, caballos, roedores, etc.) o salvajes, considerando el potencial
zoondtico del pardsito y a estos animales que actuarian como reservorios para el ser
humano (Ryan & Caccio, 2013; Adell-Aleddn et al.,, 2018; Gil et al., 2018; Sanchez-
Thevenet et al., 2019).

Actualmente existen 8 especies del género que infectan a diferentes especies
animales y presentan diferencias morfoldgicas: G. intestinalis (humanos), G. muris y
G. microti (roedores), G. psittaci y G. ardeae (aves), G. agilis (anfibios), G.
cricetidarum (hdmsteres) y G. peramelis (marsupiales) (Heyworth, 2016; Caccio et

al., 2018; Ryan et al., 2019; Thompson & Ash, 2019).

1.2.2. Morfologia

Giardia intestinalis presenta dos estadios o formas bioldgicas: el “trofozoito” o forma

vegetativa, activa y movil, y el “quiste” o forma de resistencia e infectante (Figura 2).
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Figura 2. Cultivo in vitro de trofozoitos y quistes de G. intestinalis. Imagen
realizada mediante MEB.

Autor: Dr. Stan Erlandsen. Fuente: CDC, ID# 11636. Disponible en:
https://phil.cdc.gov/Details.aspx?pid=11636.

- Trofozoitos: Estos son piriformes (Figura 3), de 10 a 20 um de didmetro con
un rango habitual de 12 a 15 um, y de simetria bilateral con dos nucleos que apenas
son visibles en preparaciones en fresco o tefiidas con lugol, sin embargo, pueden
visualizarse mediante tinciones que desvelan su morfologia ovalada con cariosomas
centrales y sin cromatina periférica, y su disposicién a cada lado de la linea media o
axostilo, estructura que cumple la funcion de esqueleto. Bajo los nicleos se pueden
observar los dos cuerpos medios, estructuras curvas de forma cilindrica que se

disponen trasversalmente en el citoplasma (Figura 3) (Ash & Orihel, 2010).

En la parte anterior del cuerpo se encuentra la superficie ventral ocupada por una
concavidad denominada “disco ventral o suctorio” (Figura 3), estructura que le
permite la adhesion al epitelio intestinal gracias a la acciéon de las proteinas
contractiles a-actina, miosinay tropomiosina y que ademas emplea para alimentarse

(Figura 4) (Ash & Orihel, 2010).
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Figura 3. Morfologia detallada del trofozoito de G. intestinalis.

Autores: Alexander J. da Silva y Melanie Moser. Fuente: adaptado de CDC,
ID# 3394. Disponible en: https://phil.cdc.gov/Details.aspx?pid=3394.
Giardia presenta 8 flagelos: 4 laterales, 2 ventrales y 2 caudales (Figura 3). Cada
flagelo se origina en un cinetosoma y permiten el movimiento del parasito por
desplazamiento o rotacién u ondulante, asemejandose a una hoja cuando cae,

pudiendo ser visible en una preparacion en fresco (Ash & Orihel, 2010).

Figura 4. Adhesion de un trofozoito de Giardia a las microvellosidades de la
superficie de una célula intestinal Caco-2 in vitro.

Autor: Dr. Stan Erlandsen. Fuente: CDC, ID# 11629. Disponible en:
https://phil.cdc.gov/Details.aspx?pid=11629.
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- Quistes: Los quistes o formas de resistencia del pardsito son ovales o elipticos

con un tamafio entre 8 y 19 um y un rango habitual de 11 a 14 um.

Ndcleo Parl‘et?l
quistica
Cariosoma Cuerpos medios
Axonemas ol
flagelares Citoplasma

Figura 5. Morfologia detallada del quiste de G. intestinalis.

Autores: Alexander J. da Silva y Melanie Moser. Fuente: adaptado de CDC,
ID# 3394. Disponible en: https://phil.cdc.gov/Details.aspx?pid=3394.
Los quistes maduros presentan en su citoplasma cuatro nucleos, mientras que los
inmaduros o prequistes solamente presentan dos, que suelen ser visibles junto con
las fibrillas intracitoplasmadticas o axonemas flagelares y los cuerpos medios en

preparaciones en fresco o tefiidas con lugol (Figuras 5y 6).

Figura 6. Morfologia y estructura del quiste de G. intestinalis. a) Tincion de
lugol. Autor: Mae Melvin. Fuente: CDC, ID# 3742. Disponible en:
https://phil.cdc.gov/Details.aspx?pid=3742; b) MEB. Autor: Stan Erlandsen y
Dennis Feely. Fuente: CDC, ID# 11625. Disponible en:
https://phil.cdc.gov/Details.aspx?pid=11625.
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En ocasiones, el citoplasma se retrae de la pared, sobre todo en muestras fijadas con

formalina y se aprecia una doble membrana caracteristica (Ash & Orihel, 2010).

1.2.3. Ciclo bioldgico

Giardia intestinalis presenta un ciclo biolégico monoxeno directo que consta de los
dos estadios evolutivos descritos en el apartado anterior: trofozoito y quiste. Ambos
pueden estar presentes en heces tanto de humanos como de animales infectados
(Figura 7). La transmision del parasito es fecal-oral y se produce principalmente por
contacto directo con personas o animales infectados, o de forma indirecta mediante
el consumo de aguas y/o alimentos frescos, como frutas y verduras crudas,

contaminados con quistes infectantes (Figura 7) (Ryan et al., 2019).

La infeccidn se produce tras la ingesta de los quistes maduros viables (Figura 7) que
alllegar al intestino delgado proximal, y gracias al estimulo producido por el pH acido
del estémago vy la presencia de bilis y tripsina, dan lugar a la exquistacion, proceso
en el que la pared del quiste se disuelve liberando un trofozoito tetranucleado que
se divide inmediatamente en dos trofozoitos hijos binucleados mediante el proceso

de reproduccion asexual denominado fision binaria longitudinal (Figura 7 y Figura 8).
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Giardiasis

(Giardia intestinalis)

Alimentos, aguas 0 manos/fomites
contaminados con quistes infectantes

Trofozoito

A = Estadio infectivo
A = Estadio diagnostico

R

Quiste Trofozoito

Figura 7. Ciclo bioldgico de G. intestinalis.

Autores: Alexander J. da Silva y Melanie Moser. Fuente: adaptado de CDC,
ID# 3394. Disponible en: https://phil.cdc.gov/Details.aspx?pid=3394.
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Figura 8. Fision binaria longitudinal del trofozoito de Giardia intestinalis
capturada con MEB.

Autor: Dr. Renata Rosito Tonelli. Fuente:
https://www.microimunounifesp.com.br/en/giardia-lamblia/
Los trofozoitos hijos colonizan principalmente duodeno o yeyuno debido a la
disponibilidad de nutrientes (rara vez se encuentran en ileon, colon, vesicula o vias
biliares), donde se adhieren a la superficie apical de los enterocitos mediante el disco
ventral con ayuda de los flagelos (Figura 7 y 9) y se nutren y proliferan hasta que se

liberan y transitan hacia el colon.

El pardsito al detectar cambios en el medio externo conforme transita por el
intestino delgado comienza el proceso de enquistado o deshidratacion en el que en
trofozoito forma una capa glicoproteica resistente a su alrededor transformandolo
en un quiste antes de ser expulsado con las heces. Esta forma le permitird sobrevivir
en el medio externo durante varias semanas y le facilitard la transmisién a otro

hospedador (Figura 7).
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Figura 9. G. intestinalis revistiendo la superficie del epitelio intestinal.

Autor: Dr. Stan Erlandsen. Fuente: CDC, ID# 11632. Disponible en:
https://phil.cdc.gov/Details.aspx?pid=11632
Los trofozoitos que no enquisten y sean expulsados en la materia fecal no serdn
capaces de sobrevivir y morirdn en un corto periodo de tiempo, siendo incapaces de
infectar a nuevos hospedadores (Einarsson et al., 2016; CDC, 2017; Vivancos et al.,

2018; Lagunas-Rangel & Bermudez-Cruz, 2019).

1.2.4. Epidemiologia

Como se ha mencionado anteriormente, la giardiosis es considerada una de las
infecciones gastrointestinales de origen parasitario mas comunes a nivel mundial,
estimandose que cada afio 280 millones de personas se ven afectadas por esta
enfermedad (Lane & Lloyd, 2002; Wang et al., 2019). Su prevalencia supera el 30%
en los paises empobrecidos, presentando una elevada morbi-mortalidad en las
regiones mds pobres, mientras que los valores oscilan entre el 2 y el 7% en los paises
desarrollados, donde se considera una enfermedad reemergente por a su
implicacion cada vez mayor en las patologias diarreicas que se presentan en

diferentes dmbitos como guarderias y viveros debido a la falta de higiene y a la
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contaminacién de las aguas (Chover et al., 2010; Fletcher et al., 2012; de Lucio et al,,
2016; Efstratiou et al., 2017; Vivancos et al., 2019). En la EU/EEA, la infeccién por G.
intestinalis se considera la enfermedad parasitaria transmitida por alimentos y aguas

mas prevalente, aumentando los casos notificados cada afio (ECDC, 2019b).

La giardiosis, por lo tanto, puede desarrollarse de forma endémica, afectando sobre
todo a la poblacién infantil de los paises con recursos limitados, o de forma
epidémica, afectando a las personas que viajan a paises endémicos, estimandose
que un 2-3% de las diarreas del viajero son producidas por G. intestinalis (Asociacion
de Médicos de Sanidad Exterior, 2012) y generando brotes en comunidades
especificas de dreas no endémicas. Desde los afios 60, han acontecido multiples
brotes de giardiosis relacionados con la contaminaciéon de alimentos frescos o
suministros de agua con materia fecal o aguas negras en ciudades de Estados unidos,

Japdn, Rusia, Canada, Noruega, etc. (Heyworth et al., 2016; Ryan et al., 2019).

Segun la literatura cientifica la infeccién por G. intestinalis no muestra un patrén
estacional claro, sin embargo, en el informe epidemioldgico anual la ECDC (2019b)
muestra un aumento de casos en los meses de agosto a octubre en la EU/EEA entre
2013y 2017, sugiriendo una mayor transmision de la enfermedad en las épocas mas

calurosas.

Por estos motivos y debido a que la infeccion por este protozoo se encuentra
infradiagnosticada con multitud de casos asintomaticos, a su elevada tasa de
transmisién, a su capacidad de originar brotes, y a la alta resistencia a los
tratamientos farmacoldgicos disponibles, esta enfermedad es considerada un
problema de salud publica con elevadas consecuencias sanitarias y socioecondémicas

a nivel global (ECDC, 2019b).
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1.2.5. Genotipos y subgenotipos de G. intestinalis

Giardia intestinalis es un complejo multiespecie con 8 genotipos descritos mediante
caracterizacion genética (A-H) y que infectan a multitud de especies (Tabla 2). Los
genotipos A y B son los responsables de la mayor parte de casos en humanos, sin
embargo, también se han identificado de forma esporadica los genotipos C, D, Ey F
qgue suelen infectar a rangos muy estrechos de especies y presentan una elevada
especificidad con el hospedador (Tabla 2) (Feng & Xiao, 2011; Ryan & Caccio, 2013;
Ryan et al., 2019; Wang et al., 2019).

A nivel mundial las prevalencias de infeccion que encontramos por los diferentes
genotipos son mas elevadas para el genotipo B (~58%) que para el A (~37%) (Ryan &
Caccio, 2013). Ambos presentan una elevada heterogeneidad genética y se han
descrito diferentes subgenotipos dentro cada uno, identificando con mayor
frecuencia en humanos los subgenotipos Al, All, Blll y BIV (Feng & Xiao, 2011; Caccio
et al.,, 2018). Ademas, es comun la identificacion de infecciones mixtas donde
coexisten diferentes genotipos y/o subgenotipos de G. intestinalis en un mismo
hospedador, encontrando mayores prevalencias en los paises en vias de desarrollo

(5,2%) que en los paises desarrollados (3,2%) (Ryan & Caccio, 2013).

La diferenciacién inter- e intragenotipicas que ha permitido clasificar a G. intestinalis
en sus diferentes genotipos y subgenotipos se realiza mediante analisis molecular
de fragmentos de marcadores especificos del parasito basado en el genotipado
multilocus (MLG) y el analisis de polimorfismos de un Unico nucleétido (SNP) de
genes especificos. Los principales marcadores genéticos utilizados para la
caracterizacion del parasito en la literatura cientifica son los genes que codifican

para las enzimas glutamato deshidrogenasa (gdh) y triosa fosfato isomerasa (tpi), y
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para la proteina estructural exclusiva del parasito, beta-giardina (bg) (Caccio et al,,

2008; Caccio et al., 2018; Dacal et al., 2020).

Tabla 2. Revisién de Heyworth y colaboradores (2016) de los genotipos de G.
intestinalis y los hospedadores afectados

GENOTIPO

I O m m O 0N

HOSPEDADOR

Humano, perro, gato, ganado, alpaca, ciervo, hurdn, cerdo, castor,
chinchilla, jaguar, caballo, marsupiales, ovejas, cabra, buey almizclero,
primates no humanos, cetdceos, foca, ledn marino australiano, alce,
reno, pollo, gaviota.

Humano, ganado, perro, gacela, ciervo, caballo, castor, buey almizclero,
chinchilla, hurdn, conejo, jutia conga, marsupiales, conejillo de indias,
pollo, ledn marino australiano, avestruz, delfin, marsopa, gaviota.

Perro, otros céanidos, canguro, ganado, cerdo, cetaceo(s).

Perro, zorro, otros canidos, chinchilla, canguro, ganado, cetaceo(s).
Bovino, ovino, cerdo, alpaca, cabra, caballo, yak, zorro, ciervo, gato.
Gato, cetaceo(s), cerdo.

Rata, ratén.

Foca gris, gaviota.

Debido a que existen multitud de casos asintomaticos de infeccién por G. intestinalis,

ha surgido la idea de una posible relacién entre el genotipo del pardsito y la

patogenicidad y sintomatologia asociada, aunque todavia no se ha encontrado una

asociacion claray la literatura cientifica revela resultados contradictorios. El estudio

realizado por Muadica y colaboradores (2020) en nifios asintomaticos de Leganés

(Madrid), observd en pacientes asintomaticos una mayor prevalencia del genotipo

B, mientras que Wang y colaboradores (2019) encontraron una mayor prevalencia

del genotipo A. En el caso de pacientes que presentaban sintomatologia intestinal,

Wang vy colaboradores (2019) mostraron una mayor incidencia del genotipo B,

mientras que Azcona-Gutiérrez y colaboradores (2017) observaron una mayor
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prevalencia del genotipo A (subgenotipo All), seguido del genotipo B (subgenotipos

BIVy BIII).

Los subgenotipos Al y All se han identificado tanto en humanos como en animales,
el All predomina en humanos, mientras que el Al se ha descrito en mayor frecuencia
en mascotas, ganado y otros animales. Sin embargo, los subgenotipos del grupo B
predominan en humanos y primates no humanos, encontrandose en menor medida
en otros mamiferos (Feng & Xiao, 2011; Ryan & Caccio, 2013). Por lo tanto, la
transmisién de los genotipos A y B se considera que puede realizarse de forma
zoonotica. Existen estudios que han identificado genotipos especificos del parasito
en aislados de humanos y animales de zonas concretas, sugiriendo la transmision
humano-animal y/o viceversa que perpetuaria la supervivencia del parasito (Feng &

Xiao, 2011; Heyworth, 2016; Wang et al., 2019).

1.2.6. Patogenicidad

La infeccién por este parasito extracelular puede ser asintomdtica o causar
giardiosis, enfermedad gastrointestinal aguda con un espectro de manifestaciones
clinicas muy variables, aunque suele estar caracterizada por producir diarrea
explosiva de olor desagradable, esteatorrea, dolor y distension abdominal,
flatulencias, nduseas, vomitos, malabsorcién, pérdida de peso y malestar general
(Vivancos et al, 2018). La giardiosis en nifios se desencadena de forma aguda
causando sintomatologia como diarrea y malabsorcion de nutrientes pudiendo
ocasionar anemia, deficiencia de vitamina B12, vitaminas liposolubles y minerales
como el zinc, retraso en el crecimiento y/o afectacion cognitiva si no se realiza un
diagndstico y tratamiento adecuado (Feng & Xiao, 2011; Flecha et al., 2015; Vivancos

et al,, 2018).
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En la mayoria de casos la infeccidon suele ser autolimitante en un periodo de 2 a 4
semanas, sin embargo, un 30-50% de los casos pueden cronificar presentando
brotes diarreicos, malnutricion, disminucion del peso significativo y/o
desencadenando patologias digestivas como malabsorcion de hidratos de carbono
(fructosa, lactosa, etc.) o Sindrome de Intestino Irritable post-infeccioso, y/o
patologias extradigestivas, como alergias alimentarias, urticarias, artritis, fatiga
cronica o deterioro cognitivo (Asociacion de Médicos de Sanidad Exterior [AMSE],
2012; Halliez & Buret, 2013; Hanevik et al., 2014; Bartelt & Sartor, 2015; Einarsson
et al.,, 2016; Trelis et al., 2019). Estas manifestaciones extraintestinales no se
producen por la accién directa del parasito, si no por los diferentes mecanismos
inmunopatoldgicos que se desencadenan tras la infeccidn y que pueden persistir tras

el diagndstico y tratamiento (Bartelt & Sartor, 2015; Vivancos et al., 2018).

Actualmente, todavia existe incertidumbre respecto a los factores que modulan la
gravedad de la giardiosis, o que ha llevado a la comunidad cientifica a hipotetizar
sobre las posibles variables que podrian intervenir, como la virulencia vy
genotipo/subgenotipo del parasito, el estado de desarrollo de la persona, el estado
nutricional e inmunoldgico, la composicién de la microbiota intestinal, la coinfeccion
con otros patogenos, etc. (Figura 10) (Feng & Xiao, 2011; Bartelt & Sartor, 2015;
Einarsson et al., 2016). Segun Bartelt & Sartor (2015) pequefios cambios en estas
variables podrian influir en la manifestacién de la enfermedad, afectando a la
estructura intestinal originando cambios histoldogicos que van desde una
enteropatia, con acortamiento severo de las vellosidades, afectacién de la capacidad
de absorcidén de nutrientes e infiltrado inflamatorio crénico capaces de originar
secuelas crénicas, hasta una histologia normal debido a un efecto protector de la

estructura vellositaria que ejerce G. intestinalis frente a diarreas agudas ocasionadas
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por otros patégenos inflamatorios (Figura 10) (Bartelt & Sartor, 2015; Einarsson et

al., 2016).

Asintomatico

A
) .
? \ e
e -
Determinantes de
la enfermedad:
Genotipos de Giardia y origen
Nutrientes
Co-enteropatogenos
Microbiota

Genética e inmunidad del huésped
Modulacion inmune de Giardia

Proteccion frente
a diarrea aguda

Diarrea persistente
y malabsorcion

Secuela cronica:
Sindrome de Intestino Irritable
Falta de crecimiento
Fatiga cronica
Deterioro cognitivo
Artritis post-infecciosa

, Uweitis, lesiones en la retina

l\"IAL Urticaria

Figura 10. Posible espectro clinico producido por G. intestinalis.

Fuente: adaptado de Bartelt & Sartor, 2015.

Durante la giardiosis, el dafio al epitelio intestinal se produce debido a la fuerte
adhesion del parasito a las microvellosidades, a la respuesta inmunitaria del
hospedador y a los productos de excrecién/secrecién del parasito (moléculas
sencillas y vesiculas extracelulares), implicadas en la supervivencia del parasito v,
posiblemente, en la virulencia (Allain et al., 2017; Ma'ayeh et al., 2017; Cascais-
Figueiredo et al., 2019). Debido a estos sucesos, se origina una alteracién de la

barrera epitelial y de la microbiota comensal, la destruccién de la capa mucosa
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intestinal, la alteracién del metabolismo de los carbohidratos, lipidos y proteinas
(deplecién de arginina, etc.), el acortamiento de las microvellosidades con la
consecuente deficiencia de disacaridasas (lactasa, sacarasa, maltasa, etc.) y
transportadores, el aumento de la permeabilidad intestinal por afectacion de las
uniones estrechas e, incluso, la induccion de la apoptosis celular (Allain et al., 2017,
Vivancos et al., 2018; Cascais-Figueiredo et al., 2019; Faria et al., 2020; Manko-
Prykhoda et al., 2020).

En la Figura 11 se puede observar el modelo propuesto por Bartelt y Sartor (2015),
que explicaria las interacciones entre G. intestinalis y el ambiente intestinal para
asegurar su supervivencia. Para la defensa frente al parasito se produce la activacién
de larespuesta inmunoldgica mediante la activacion de las células T CD4+, las células
B sintetizadoras de anticuerpos vy las células T CD8+ citoliticas, ademas de producir
la liberacion de moléculas proinflamatorias como la interleuquina 6 (IL-6) (Bartelt y
Sartor, 2015; Singer et al., 2019; Faria et al., 2020). Ademas, se produce la induccion
de lainterleuquina 17A (IL-17A) proinflamatoria a nivel intestinal, citoquina esencial
para la liberaciéon de la inmunoglobulina A secretora (IgAs) presente en las mucosas,
para la produccién de péptidos antimicrobianos (AMP) y para la regulacién de la
activacién del complemento, facilitando el aclaramiento del parasito (Singer et al,,

2019; Faria et al., 2020).

Sin embargo, una respuesta inmunitaria prolongada puede dar lugar a una
cronificacion de la inflamacion perpetuando el dafio al epitelio intestinal y el
desequilibrio  microbiano asociado, provocando secuelas intestinales vy
extraintestinales prolongadas, incluyendo el deterioro cognitivo y la afectacion del
crecimiento o patologias como el Sindrome del Intestino Irritable (Bartelt y Sartor,

2015).
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Figura 11. Modelo complejo de la patogénesis de G. intestinalis y factores
determinantes de la misma, dependientes del ecosistema intestinal y de la
respuesta del hospedador.

Fuente: adaptado de Bartelt & Sartor, 2015.

Giardia intestinalis se considera un protozoo luminal debido a que suele encontrarse
en la superficie apical de los enterocitos sin invadir la barrera intestinal, sin embargo,
se ha documentado la capacidad del pardsito de atravesarla en algunos casos
excepcionales (Brandborg et al., 1967; Saha & Ghosh, 1977; Martinez-Gordillo et al.,
2014; Reynoso-Robles et al., 2015; Vivancos et al., 2018).

En la actualidad, se estan llevando a cabo investigaciones centradas en el estudio del
secretoma del pardsito y su posible papel en los mecanismos de patogenicidad de la

enfermedad, habiéndose identificado una gran variedad de moléculas asociadas a la

54



Introduccion

virulencia del parasito. Una de las moléculas secretadas por G. intestinalis
mavyoritariamente identificadas por la comunidad cientifica son la familia de las
proteinas variables de superficie (VSP), proteinas ricas en cisteina cuya funcién es
mediar la evasion inmunoldgica del parasito a través de la variacién antigénica (Allain

et al., 2017; Manko-Prykhoda et al., 2020).

Amat y colaboradores (2017) estudiaron la presencia de diferentes moléculas como
las cisteina proteasas (CPs), capaces de degradar la capa mucosa protectora
intestinal, de reducir las reservas de mucinas intercelulares MUC2 y afectar a la
secrecion del mucus. Ademas, las CPs también son capaces de degradar diferentes
tipos de quimioquinas con efecto defensor frente a patdgenos, como las CXCL1,
CXCL2, CXCL3, IL-8, CCL2 y CCL20, modulando la respuesta inmunoldgica del
hospedador (Liu et al., 2018). En este estudio también se observé una alteracion de
la permeabilidad del epitelio intestinal que dio lugar a la translocaciéon de la
microbiota bacteriana comensal hacia diferentes érganos causando una respuesta

inflamatoria acusada (Halliez et al., 2016; Amat et al., 2017).

Ma'ayeh y colaboradores (2017) mostraron que las proteinas arginina deiminasa
(ADI) y ornitina carbamoiltransferasa (OCT) (también conocida como ornitina
transcarbamilasa, OTC) participan en la produccion de energia y limitan la formacion
de o6xido nitrico (NO) modulando la respuesta inmunitaria del hospedador,
facilitando, de esta forma, la infeccion (Coelho & Singer, 2018). Ademas,
determinaron diferentes tenascinas, proteinas con una posible implicacion en la
sefializacion celular, adhesién, interaccion proteina-proteina, e, incluso, en la

inmunidad innata del hospedador (Ma'ayeh et al., 2017).

Faria y colaboradores (2020) también demostraron la capacidad del parasito de

modular la respuesta inflamatoria producida por los macréfagos durante la infeccion
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mediante la degradacién del Factor Nuclear-kappa B (NF-kB) por diferentes
proteasas (CPs y metaloproteasas), reduciendo la liberacién de citoquinas
inflamatorias (Interleuquina 1beta (IL-1B) e IL- 6), factor de necrosis tumoral alfa

(TNF-a) y la produccion de NO.

En el estudio realizado por Dubourgy colaboradores (2018) se analizd la implicacion
de moléculas como la piridoxamina 5'-fosfato oxidasa (PNPO), una nucleasa
extracelular, la Giardia Catepsina B (GCATBs) y las tenascinas, entre otras, con una
posible implicacién en la degradacion de la capa mucosa intestinal y la afectacion de
las uniones estrechas, aumentando la permeabilidad intestinal y favoreciendo la

apoptosis.

Por otra parte, existen grupos de investigacién que se han centrado en el estudio de
los mecanismos que podrian conferir a G. intestinalis un efecto protector e
inmunomodulador frente a las respuestas inflamatorias patoldgicas causadas por
otros enteropatogenos. El estudio realizado por Cotton y colaboradores (2014a)
demuestra la capacidad de G. intestinalis de modificar la respuesta inflamatoria del
hospedador frente a otros estimulos mediante la secrecién de catepsina B, cisteina
proteasa que degradan mediadores proinflamatorios como la Interleuquina-8
guimioatrayente de neutrdfilos (IL-8). Otro estudio realizado por Manko-Prykhoda 'y
colaboradores (2020) observé que G. intestinalis es capaz de proteger al hospedador
frente a otros patdgenos intestinales modulando la respuesta inmunitaria innata
mediante la activaciéon del inflamasoma NLRP3 que induce la produccion de
diferentes péptidos antimicrobianos (AMP) dando lugar a la disminucién de la
severidad de la enfermedad (Manko et al., 2017; Manko-Prykhoda et al., 2020).

Ademas, Cotton y colaboradores (2014b) también muestran la capacidad de G.
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intestinalis de atenuar la produccion de citoquinas proinflamatorias en biopsias de

pacientes con enfermedad de Crohn.

Aunque, en la literatura cientifica no existe una evidencia concluyente del papel de
los diferentes genotipos/subgenotipos en la virulencia del parasito y en la gravedad
de la giardiosis, se ha podido observar que los genotipos causantes de infeccion en
humanos son capaces de producir diferentes metabolitos que podrian contribuir a
su patogenicidad (Feng & Xiao, 2011; Ma'ayeh et al.,, 2017). En los estudios
realizados por Ma'ayeh y colaboradores (2017) se observaron algunas diferencias en
los secretomas de los genotipos A o B: en las proteinas antioxidantes secretadas vy,
por tanto, en la respuesta a un estrés oxidativo generado por el hospedador; en la
respuesta inmunitaria innata frente al parasito por parte del hospedador, en la que
se ha visto una activacion del factor del complemento 3 solamente en aislados del

genotipo B, variando la respuesta en ambos genotipos.

Sin embargo, aunque la ciencia ha avanzado en este campo, son necesarios mas
estudios que arrojen luz sobre los mecanismos por los que G. intestinalis protege o

causa enfermedad al hospedador.

1.2.7. Diagnostico

El diagndstico habitual de G. intestinalis se realiza mediante la identificacion de
quistes o trofozoitos mediante el examen microscdpico en una o varias muestras de
heces en fresco, procesadas mediante diferentes técnicas de concentracién (sulfato
de zinc, formalina-éter, formalina-etil acetato, sistemas Parasep, etc.), fijadas con
formalina u otro conservador, o tefiidas (lugol, tricrémico, azul de metileno, Giemsa,
etc.). Giardia intestinalis puede presentar patrones de emisidn de quistes, entre los

gue encontramos la elevada excrecion, en la se pueden observar quistes en todas
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las muestras del paciente, una baja excrecién, en la que se observan quistes
solamente en el 30% de las muestras, y una excrecion mixta, en la que existen
periodos de determinada duracion de excrecidn elevada, seguidos de periodos de
baja excrecion (Trelis et al.,, 2019). Por lo que, el diagndstico microscopico de
solamente una muestra de heces presentaria una baja sensibilidad (40-46%) debido
a la emisién intermitente de quistes, infradiagnosticando la infeccion (Jahan et al.,
2014; Trelis et al., 2019); el empleo de tres muestras de heces obtenidas en dias
alternos junto con métodos de concentracion aumentaria la sensibilidad de

diagndstico hasta un 85% (Koehler et al., 2014).

Actualmente, se sigue considerando al diagndstico etioldgico mediante microscopia
Optica la técnica de referencia o “gold standard”. Sin embargo, debido a la baja
sensibilidad, al tiempo empleado, a las elevadas tasas de falsos negativos y a que es
imprescindible personal cualificado, va en aumento el uso de otras técnicas
diagndsticas con mayor sensibilidad y especificidad que complementen los
resultados, con la finalidad de proporcionar un diagndstico fiable (Soares & Tasca,

2016).

Otras técnicas empleadas en el diagndstico de G. intestinalis son los métodos
inmunoldgicos, que constan de inmunoensayos para la deteccion de anticuerpos
frente al pardsito o antigenos del protozoo en muestras fecales con la ventaja de
realizar el cribado de gran nimero de muestras y obtener el resultado en pocas
horas, sin embargo, el coste suele ser elevado. Los mas utilizados son la
Inmunofluorescencia directa (DFA, por sus siglas en inglés, Direct Fluorescent
Antibody), que utiliza un anticuerpo monoclonal para la deteccién de antigenos
especificos e identificar, de esta forma, el organismo intacto con una sensibilidad y

especificidad del 94% y 98%, respectivamente (Leung et al.,, 2019; Rumsey &
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Waseem, 2020), y los enzimoinmunoensayos (EIA, por sus siglas en inglés, Enzime
Immunoassays), que son capaces de detectar antigenos solubles mediante
espectrofotometria, con una sensibilidad y especificidad del 94-97% y 96-100%,
respectivamente (Rumsey & Waseem, 2020). Dentro de los EIA podemos destacar
el Ensayo de Inmunoabsorcion Ligado a Enzimas o ELISA (por sus siglas en inglés,
Enzyme-Linked Immunosorbent Assay), capaces de detectar antigenos especificos
de G. intestinalis, con multiples kits comerciales disponibles para su diagndstico. El
antigeno mas utilizado es el GSA-65, presente tanto en trofozoitos como en quistes,
y presentando una sensibilidad entre el 95-100% y una especificidad del 100%,
siendo capaz de detectar un 30% aproximadamente mas casos que el examen

microscépico (Hooshyar et al., 2019).

Ademas, se han desarrollado diferentes ensayos para deteccién de anticuerpos
frente al parasito como el ELISA (directo e indirecto), western blot, etc. En el caso de
muestras de sangre, la deteccion de anticuerpos del tipo inmunoglobulinas G (1gG),
no seria un parametro fiable para el diagndstico de la parasitosis puesto que dichos
anticuerpos son capaces de permanecer elevados hasta 18 meses tras la
erradicacién del parasito. En el caso de muestras de saliva, la infeccion activa por G.
intestinalis induce la produccién de IgAs a nivel de mucosa, las cuales disminuiran
rdpidamente tras superarse la infeccion dada su corta vida media, por lo que su
deteccién serfa indicativa de un diagndstico positivo (Hooshyar et al., 2019; Trelis et

al.,, 2019).

Continuando con los métodos diagndsticos, se pueden encontrar en el mercado los
test rdpidos de deteccion de antigenos en heces que utilizan técnicas
inmunocromatograficas no enzimaticas. Este método se realiza en tiras reactivas

donde el complejo antigeno-anticuerpo se muestra mediante una banda visible a
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simple vista. Esta técnica presenta la ventaja de detectar antigenos de diferentes
parasitos intestinales en una misma reaccion como G. intestinalis, Cryptosporidium
parvum y Entamoeba histolytica/dispar. Sin embargo, aunque el método es sencillo
y rapido (10-15 min) la sensibilidad y la especificidad es baja, especialmente en
infecciones cronicas con una emision baja o intermitente de quistes (Hooshyar et al.,

2019; Rumsey & Waseem, 2020).

Por otra parte, el diagndstico molecular de las parasitosis se encuentra en alza vy,
aunque, suele quedar relegado a laboratorios de investigacion, estd aumentando el
interés por parte de la sanidad publica en implementarlo como protocolo
diagndstico de rutina en forma de paneles multiplex de deteccién simultanea y a
tiempo real de enteropatégenos humanos. La técnica utilizada es la Reaccion en
Cadena de la Polimerasa (PCR) convencional o a tiempo real, que es capaz de
amplificar y detectar secuencias especificas del genoma de G. intestinalis con
concentraciones de 1 a 10 parasitos, asimismo, permite la diferenciacion entre los
diferentes genotipos/subgenotipos mediante secuenciacién (Hooshyar et al., 2019;
Leung et al., 2019). Los genes diana mas utilizados son los que codifican el ARN
ribosomal de la subunidad pequefia (SSU), el enzima glutamato deshidrogenasa
(gdh), la proteina B-giardina (bg) y el enzima triosa fosfato isomerasa (tpi) (Hooshyar
et al.,, 2019; Leung et al., 2019). Para la PCR a tiempo real se ha documentado una
sensibilidad y especificidad del 92-98% y del 100%, respectivamente (Hooshyar et
al.,, 2019; Leung et al., 2019). Debido a su rendimiento, ha sido comparada en
multiples estudios con otras técnicas diagndsticas como la microscopia y ELISA
obteniendo mejores resultados, y una mayor sensibilidad y especificidad (Ryan &
Caccio, 2013; Hooshyar et al., 2019), como en el estudio realizado por Hijjawi y

colaboradores (2018) donde obtuvieron una sensibilidad y especificidad mucho
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mayor mediante PCR a tiempo real (qPCR) (89,9 y 82,9%, respectivamente) en

comparacién con el ELISA (76,5 y 68%, respectivamente).

En los casos con sintomatologia y sospecha de giardiosis en los que el diagndstico
parasitoldgico convencional no pueda ser confirmado por las técnicas disponibles,
puede ser util el examen del aspirado duodenal o biopsia de tejido de la zona del

duodeno obtenidos mediante endoscopia o Enterotest (Hooshyar et al., 2019).

Estas pruebas, aunque se consideran invasivas, pueden aportar datos interesantes
para realizar un diagndstico diferencial, como puede ser la Enfermedad celiaca (EC)

o la Enfermedad de Crohn (E. Cr).

1.3. Blastocystis sp.

1.3.1. Descripcion

Blastocystis (anteriormente denominado Blastocystis hominis) (Figura 12) es un
parasito eucariota unicelular con una amplia diversidad genética que pertenece al
Reino Protista (Chromista) y Filo Stramenopiles, un conjunto complejo vy
heterogéneo de organismos eucariotas heterotroficos y fotosintéticos (Cifre et al,,
2018; Adl et al., 2019; Stensvold et al., 2020). Blastocystis es un parasito distribuido
a nivel mundial que afecta el intestino grueso de humanos y animales (mamiferos,
aves, reptiles, anfibios e insectos), siendo el Unico Stramenopiles que se asienta en
el dltimo tramo del tracto digestivo (Cifre et al., 2018; CDC, 2019; Stensvold et al.,

2020).
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Figura 12. Visualizacion de Blastocystis sp. en tincién de lugol mediante
microscopia.

Fuente: CDC, ID# 18466. Disponible en:
https://phil.cdc.gov/Details.aspx?pid=18466.
La clasificacion de Blastocystis sp. ha sido modificada a lo largo de los afios debido a
su morfologia y caracteristicas genéticas. En la Tabla 3 se muestra la taxonomia y
clasificaciéon actual (Adl et al., 2019; Stensvold et al., 2020).

Tabla 3. Taxonomia y clasificacidn de Blastocystis sp.
(NCBI, s.f.-3; Stensvold et al., 2020)

REINO Protista, Chromista, Supergrupo Sar
FILO Stramenopila o estramenopilos
CLASE Bigyra

ORDEN Opalinata

FAMILIA Bastocystidae

GENERO Blastocystis

ESPECIE Actualmente no aplicable

Blastocystis sp. fue descubierto por Swayne y Brittan en 1849, considerandolo el
patdgeno causante de la epidemia del cdélera (Swayne,1849; Salinas & Vildozola,
2007), pero no fue descrito hasta 1911 por Alexeieff, que lo denomind Blastocystis
enterocola y lo clasificd como una levadura debido a su similar apariencia y a la falta
de estructuras de movilidad (Alexeieff, 1911). En 1912, fue visualizado en materia

fecal humana por Brumpt que lo describi6 como una levadura inocua, pero de
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importancia debido a que podia ser confundida con E. histolytica, denominandolo
Blastocystis hominis, término aceptado por la comunidad cientifica hasta los ultimos
afios (Brumpt, 1912). En 1967, Zierdt lo clasificé como un protozoo apicomplexa
debido a sus caracteristicas y organulos similares (Zierdt, 1991). En la Gltima década,
gracias a las técnicas de biologia molecular, Blastocystis ha sido reclasificado en el
Reino Chromista y filo Stramenopiles, dejando de ser considerado un protozoo.
Ademas, se aceptd la nomenclatura “Blastocystis sp.” debido a su amplia diversidad
y a que el término “hominis” no representaba a la gran variedad de organismos
dentro del mismo grupo, siendo diferenciados entre ellos por la terminologia
“subtipos” (Salinas & Vildozola, 2007; Stensvold et al.,, 2007). En 2019, la
nomenclatura “Blastocystis” también fue aceptada por la comunidad cientifica (Adl

et al., 2019; Stensvold et al., 2020).

Blastocystis es un organismo anaerobio estricto aciliado y osmoétrofo (obtiene los
nutrientes mediante absorcidon osmotica de sustancias disueltas). Presenta en su
estructura nucleo celular, aparato de Golgi, reticulo endoplasmatico y unos
organulos similares a las mitocondrias que estdn implicados en multiples vias
metabdlicas como el metabolismo de los aminoacidos y sintesis de fosfolipidos
esenciales, entre otras, que facilitan la supervivencia del parasito (Clark et al., 2013;
Parija & Jeremiah, 2013). Ademds, se han identificado varias enzimas clave
implicadas en el metabolismo energético de Blastocystis que se activan en presencia
de metabolitos bacterianos, la piruvato ferredoxina oxidorreductasa (PFO),
implicada en el metabolismo de los carbohidratos catalizando la conversién de
piruvato en acetil-CoA y CO,, y la [FeFe] hidrogenasa, implicada en el metabolismo

del hidrégeno (Yason et al., 2019).
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Ademas, Blastocystis es capaz de producir auto-apoptosis cuando las condiciones
del medio son adversas, como un ambiente aerdbico o presencia de sustancias
antiparasitarias (ej. metronidazol) como mecanismo para generar células viables en

condiciones de estrés (Parija & Jeremiah, 2013).

1.3.2. Morfologia

Blastocystis presenta una gran diversidad morfoldgica con variaciones considerables
de forma y tamafio, entre los 5-40 um de didmetro (Parija & Jeremiah, 2013). En su
forma mas frecuente se aprecian como células redondeadas similares a levaduras,

hialinas y refringentes (Adl et al., 2019).

Figura 13. Formas morfoldgicas de Blastocystis mediante microscopia de
contraste: a) Formas vacuolares de diferentes tamafios y vacuola central
(flechas); b) Formas granulares con inclusiones granulares en el interior de la
vacuola central; ¢) Forma ameboidea con pseuddpodos caracteristicos; d)
Quistes de pequefio tamafio rodeados de una capa externa irregular.

Fuente: Parija & Jeremiah, 2013 (adaptado de Tan, 2008).
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En la literatura, se han descrito 4 formas de Blastocystis (Tan, 2008): vacuolar,
granular, ameboide y quiste (Figura 13). La forma vacuolar es la forma mas frecuente
tanto en muestras de heces como en cultivo. Algunos autores sugieren que algunas
de las formas observadas en cultivos in vitro se originan debido a una exposicion a

oxigeno y no son comunes in vivo (Clark et al., 2013).
- Forma vacuolar (Figura 13, a):

Forma mas frecuente de identificacién de Blastocystis mediante microscopia éptica
en cultivos o muestras de heces. La célula es esférica y presenta diferentes tamafios,
oscilando entre 2-200 um de didmetro. También suele denominarse “forma central”
debido a la gran vacuola central que presenta y que ocupa el 90% del volumen de la
célula, de la que se ha sugerido una funcién de almacenamiento de la vacuola central
(carbohidratos, lipidos, etc.). La periferia alberga el nucleo, citoplasma y los
organulos. Esta forma presenta una capa superficial de diferente grosor conocida

como capa fibrilar o cdpsula (Tan, 2008; Ash & Orihel, 2010; Scanlan, 2012).
- Forma granular (Figura 13, b):

Presenta una morfologia similar a la vacuolar, exceptuando por la presencia de
granulos heterogéneos en el interior de la vacuola central o, incluso, el citoplasma.
Algunos autores han sugerido una funcidon de estos granulos reproductiva o
metabdlica, entre otras, pero no se ha demostrado en la actualidad (Tan, 2008; Ash
& Orihel, 2010; Scanlan, 2012). Segln Tan (2008) esta forma suele observarse con

mavyor frecuencia en cultivos envejecidos o tratados con antibidticos.
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- Forma ameboide (Figura 13, c¢):

Esta forma es poco frecuente y con una forma similar a las amebas de diferentes
morfologias y tamafios (10-15 um), y la presencia de uno o dos pseuddpodos largos.
Aun asi, es una célula inmdvil y adhesiva. Algunas células pueden presentar
caracteristicas similares a la forma vacuolar, con vacuola central, capa superficial y
numerosos organulos en las extensiones citoplasmaticas de los pseudépodos. Sin
embargo, multiples descripciones se han publicado en la literatura cientifica (Tan,

2008; Scanlan, 2012).
- Quiste (Figura 13, d):

El quiste es una célula esférica u ovoide de pequefio tamafio (2-5 um) con una gruesa
pared de multiples capas. Carece de vacuola central y puede contener de 1 a 4
nucleos, organulo similar a mitocondria, depdsitos de glucégeno y pequefias
vacuolas. El quiste se considera la forma de resistencia y transmisién del parasito,
siendo capaz de sobrevivir en condiciones adversas. Se ha reportado que puede
sobrevivir en agua a temperatura ambiente durante 19 dias, e incluso 1 0 2 meses a

25°Cy a 4°C, respectivamente (Tan, 2008; Ash & Orihel, 2010; Scanlan, 2012).

1.3.3. Ciclo bioldgico

Segun el Centro de Control de Enfermedades de Atlanta (2019), el ciclo de vida de
Blastocystis todavia no estd establecido definitivamente, sigue habiendo dudas
sobre la forma infectante del parasito y si las multiples formas constituyen diferentes
etapas bioldgicas en el sistema intestinal de los hospedadores. No obstante, es la

forma quistica la que se postula como la forma infectante y transmisible en un ciclo
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de vida considerado monoxeno (Figura 14) (Tan, 2008; Amaya et al., 2015; CDC,
2019).

(Estadio infeccioso no confirmado)

Transmision fecal-oral

Quistes y formas vacuolares
eliminadas en heces

Quiste Forma Fision binaria/ Forma Forma
vacuolar Formas mitoticas granular* ameboide*

*Formas que pueden observarse de forma ocasional en muestras de heces humanas y cultivos. Su
significancia biologica no se comprende totalmente.

Figura 14. Ciclo de vida de Blastocystis.

Fuente: adaptado de CDC, 2019.

El quiste debe ser ingerido por el hospedador mediante transmision fecal-oral, ya

sea por contacto directo con personas o animales infectados, o mediante el
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consumo de alimentos o aguas contaminados (Tan, 2008; Amaya et al., 2015; CDC,
2019). Al alcanzar el estdmago, se produce el desenquistado por accion de los dcidos
y enzimas gastricos, liberando en el intestino grueso la forma vacuolar del parasito,
gue parece ser que se replica mediante fisidon binaria, aungque se encuentra todavia
en estudio. Finalmente, tras recorrer el tracto intestinal se produce el enquistado
para generar la forma de resistencia o quiste que serd liberada al exterior junto con
las heces, ademas, también se estd comenzando a considerar a la forma vacuolar,
muy frecuente en muestras fecales, como un estadio infeccioso del parasito (Tan,
2008; CDC, 2019; Stensvold et al.,, 2020). Algunos autores hipotetizan sobre la
existencia de diferentes tipos de quiste: de pared gruesa, con un papel importante
en la transmisién externa del pardsito, y de pared fina, responsable de la
autoinfeccién del hospedador actual (Tan, 2008; Parija & Jeremiah, 2013; Amaya et

al., 2015).

Algunos estudios indican que la forma vacuolar es capaz de transformarse en el resto
de las formas en el tracto intestinal, sin embargo, existe controversia del papel
bioldgico que las forma granular y ameboide desempefian siendo necesaria una
investigacion mas profunda para aclarar su funcién (Tan, 2008; Parija & Jeremiah,

2013; Amaya et al., 2015).

1.3.4. Epidemiologia

Blastocystis se considera un parasito ubicuo con una distribucion mundial,
estimandose que mas de 1000 millones de personas son portadoras de este protista
en todo el mundo (Andersen & Stensvold, 2016; de la Cruz & Stensvold, 2017; Cifre
et al., 2018; Stensvold et al., 2020).
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La prevalencia de Blastocystis varia entre paises e, incluso, entre comunidades de un
mismo pals, con porcentajes de infeccion entre el 0,5% y el 80% tanto en personas
sintomaticas como asintomaticas, y siendo mas comun en personas adultas (Butters
et al., 2019). En los paises en vias de desarrollo se pueden alcanzar prevalencias del
60% e incluso superiores, llegando al 100% (El Safadi, 2014), debido principalmente
a unas condiciones higiénico-sanitarias y planes de saneamiento deficientes,
contacto directo con animales y/o consumo de aguas y alimentos contaminados
(Amaya et al., 2015; Andersen & Stensvold, 2016; de la Cruz & Stensvold, 2017). Sin
embargo, en los paises industrializados se recogen prevalencias entre 3%-13%
(Subirats & Borras, 2018; Trelis et al.,, 2019; Muadica et al.,, 2020), mostrando
algunos estudios cifras superiores en nuestro pais y paises del norte de Europa (18%
y 25,8%, respectivamente) en pacientes con sintomatologia gastrointestinal v,
muchos de ellos, inmigrantes (Ocafia-Losada et al., 2018; de Boer et al., 2019). No
obstante, los datos mencionados proceden de estudios que emplean una amplia
variedad de métodos diagndsticos con niveles de sensibilidad diferentes, por lo que,
puede que no sean representativos de las prevalencias reales de Blastocystis (Tan,

2008; de la Cruz & Stensvold, 2017).

La amplia distribucién y elevadas prevalencias de este protista también pueden
deberse a su potencial zoonético, pudiendo ser transmitido de animales a humanos,
y viceversa (Tan, 2008; de la Cruz & Stensvold, 2017; Cifre et al., 2018). Estos
animales actuarian como reservorio del parasito, siendo los mas comunes los cerdos,
vacas, primates, aves, roedores, reptiles y anfibios, entre otros (Tan, 2008; Amaya et

al., 2015).
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1.3.5. Subtipos de Blastocystis sp.

Se ha descrito una amplia variabilidad genética de Blastocystis en la literatura
cientifica, tanto de aislados humanos como de animales (Tan, 2008). Actualmente,
27 subtipos (ST) han sido identificados mediante el andlisis de los genes que
codifican el RNA de la subunidad pequefia ribosomal (SSU rRNA) del pardsito
(Stensvold & Clark, 2020; Maloney & Santin, 2021; Maloney et al., 2021). Multiples
subtipos de Blastocystis se han propuesto desde el afio 2013 (ST18-31), sin embargo,
Stensvold y Clark (2020) consideran que los ST 18-20 y ST22 no son validos ya que
aparentan ser quimeras moleculares generadas a partir del material genético de dos
subtipos diferentes en una misma muestra. No obstante, ya se dispone de la mayor
parte de las secuencias de los subtipos ST21 y ST 23-31, siendo reconocidos como
nuevos subtipos por la comunidad cientifica (Maloney & Santin, 2021; Maloney et

al., 2021).

En humanos se han descrito los primeros 9 subtipos (ST1-ST9) y el ST12,
considerando al resto de los ST exclusivos de especies animales (Ramirez et al., 2016;
Stensvold et al., 2020), sin embargo, un estudio reciente identificd por primera vez
los subtipos ST10 y ST14 en nifios de Senegal, subtipos considerados hasta la fecha
Unicamente de animales (Khaled et al., 2020). Ademas, se han identificado animales
gue actlan como reservorio para todos los subtipos avalando el potencial zoondtico
del pardsito, como se muestra en la Figura 15 (Tan, 2008; Amaya et al., 2015;
Stensvold & Clark, 2020; Stensvold et al., 2020). No obstante, algunos autores

sugieren una transmision zoondtica baja (Paulos et al., 2018; Stensvold et al., 2020).

En general, mas del 90% de los subtipos reportados en humanos pertenecen a los
ST 1-4 (de la Cruz & Stensvold, 2017; Stensvold et al., 2020). Los ST 1-3 presentan

una distribucioén global, siendo los mds frecuentes en multiples paises de continentes
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como, por ejemplo, Africa, América, Europa y Asia, destacando al ST3 como el mas
comun a nivel mundial (Alfellani et al., 2013; El Safadi et al., 2016; Ramirez et al.,
2016; Khademvatan et al., 2018; Jiménez et al., 2019; Gabrielli et al., 2020b; Khaled
et al., 2020; Lhotska et al., 2020; Ning et al., 2020). Por el contrario, el ST4 parece
ser mucho mads frecuente en los paises del continente europeo (Dominguez-
Madrquez et al., 2009; Alfellani et al.,, 2013; El Safadi et al., 2016; Gabrielli et al.,
2020b). Los ST5-8 se encuentran con menor frecuencia en humanos y en mayor
medida en ciertos animales, transmitiéndose posiblemente de forma zoondtica
(Figura 15) (de la Cruz & Stensvold, 2017). Respecto al ST9, algunos estudios
reportan su presencia en humanos y en raras ocasiones (Yoshikawa & Iwamasa,
2016; Sheikh et al., 2020), mientras que otras investigaciones muestran infecciones
por este subtipo en animales como pollos y Iémures (Figura 15) (Ma et al., 2020;

Rauff-Adedotun et al., 2020).

Ademas, se ha observado una notable diversidad genética tanto dentro como entre
los diferentes subtipos, por ejemplo, el ST3 presenta una gran diversidad o
variabilidad intragénica, mientras que el ST4 permanece bien conservado. Estos
datos sugieren una mayor coevolucion del ST3 con el ser humano en comparacién

con el ST4 (Stensvold et al., 2012; Cifre et al., 2018; Stensvold & Clark, 2020).
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Figura 15. Caracter zoondtico de los subtipos (ST) de Blastocystis.

Fuente: adaptado de Amaya et al. (2015).
1.3.6. Potencial patégeno

Actualmente existe una gran controversia en torno al papel patdégeno de
Blastocystis, debido a que, en multiples estudios, se encuentra una prevalencia
similar en personas sintomaticas y asintomaticas (Kumarasamy et al.,, 2018).
Blastocystis es considerado como un patdgeno oportunista, que manifiesta su poder

patdgeno ante un sistema inmunitario debilitado, y asociado a sintomatologia
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intestinal inespecifica, como diarrea, estrefiimiento, dolor y distension abdominal,
flatulencias, vémitos, etc.; y extraintestinal, como urticaria o trastornos cutaneos,
pérdida de peso y fatiga cronica (Cifre et al., 2018; Skotarczak, 2018). Asimismo, se
ha relacionado con enfermedades del tracto digestivo como el Sindrome de
Intestino Irritable, Enfermedad Inflamatoria Intestinal, disbiosis, etc. (Yakoob et al.,
2010a; Poirier et al., 2012; Nourrisson et al., 2014; Cifre et al., 2018; Kdk et al., 2019;
Tito et al., 2019; Yason et al., 2019; Deng et al., 2021). Sin embargo, en un nuevo
enfoque respecto al pardsito, existen autores que lo consideran un organismo
comensal debido a su elevada prevalencia en poblacién sana asociado con una
microbiota con una gran diversidad taxondmica (Scanlan et al., 2014; Krogsgaard et
al., 2018; Nieves-Ramirez et al., 2018; Mardani et al., 2019; Reh et al., 2019; Tito et
al., 2019; de Boer et al., 2020; Gabrielli et al., 2020b; Stensvold et al., 2020; Deng et
al.,, 2021), no pudiendo confirmar su poder patdgeno. Incluso algunos autores
sugieren que Blastocystis podria actuar como biomarcador de la homeostasis del
ambiente intestinal y de la diversidad microbiana (Figura 16) (Scanlan & Stensvold,

2013).

Debido a los datos contradictorios encontrados en la literatura cientifica, se ha
sugerido una asociacion entre la patogenicidad de Blastocystis y la sintomatologia
y/o patologia con factores asociados al pardsito, como el subtipo causante de la
infeccion (Dominguez-Marquez et al., 2009; Yakoob et al., 2010b; Tan et al., 2010,
Poirier et al.,, 2012; Yason et al.,, 2019), y al hospedador, como el estado
inmunoldgico, el ambiente intestinal y la composicién de la microbiota (Scanlan et
al., 2014; Yason et al., 2019; Figueroa-Lara et al., 2020; Gabrielli et al., 2020b; Deng
et al., 2021) (Figura 16).
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Gran variedad de estudios han tenido como objetivo ampliar el conocimiento sobre
la patogenicidad de Blastocystis in vitro e in vivo, observandose que el parasito es
capaz de provocar una alteracién de la funcion barrera intestinal aumentando la
permeabilidad, lo que puede dar lugar a trastornos de la motilidad e
hipersensibilidad (Tan et al., 2010; Poirier et al., 2012; Cifre et al., 2018; Stensvold et
al., 2020). Esto puede ser debido a la induccidn por Blastocystis de la via Rho/ROCK-
guinasa que afecta a las uniones estrechas entre los enterocitos observada in vitro,

aunque se desconoce si este proceso ocurre in vivo (Tan et al., 2010; Stensvold et

al., 2020).
Plrnsltado por Blastocystis sp.
* Genotipo de baja virulencia
Sin parisito * Virulencia no expresada o mantenida por
. Enmmhpuumaondesﬁ\mable debajo del umbral de virulencia por las
* Tipo de inmunidad del hospedador condiciones ambientales y la presencia de
* Ausencia de microbiota especifica microbiota especifica
* Baja carga parasitaria
* Tolerancia del genotipo del hospedador
SANO
positivo
1 I—
CON SINTOMAS
Blastocystis sp.
positivo
Ilfecci6n 0 exposicién a patégenos Infeccibn por Blastocysds sp.
Falta de exposicién a patogenos Genotipo virulento
*  Predisposicion genética a enfermedad Paciente inmunosuprimido
intestinal (Microbiota alterada; Baja Infeccién asociada a otros virus o
diversidad bacteriana, diarrea aguda, bacterias
niveles altos de bacterias anaerdbicas.. Disbiosis
*  Microbiota que favorezca a la
colonizacién.

Figura 16. Posibles interacciones entre Blastocystis y el estado sintomatico del
hospedador.

Fuente: Taroncher (2019).
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Se ha observado que Blastocystis, in vitro, es capaz de inducir el proceso de
apoptosis dependiente de las caspasas 3 y 9 de las células intestinales del
hospedador, aumentando la permeabilidad intestinal y perdiendo la funcién barrera
(Wu et al.,, 2014a, 2014b; Kapczuk et al., 2020). Wu y colaboradores (2014b)
observaron que el subtipo ST7, aislado de un paciente sintomatico, fue capaz de
activar este mecanismo en la linea celular epitelial humana Caco-2, mientras que un
aislado ST4 de ratén no. Sin embargo, el estudio realizado por Puthiay colaboradores
(2006) mostraron que el ST4 podia generar apoptosis mediante la activacion de la
caspasa 3 en la linea celular epitelial de ratas IEC-6. Lo que sugiere que existe una
especificidad del hospedador y diferencias en la virulencia de los diferentes ST, lo
gue explicaria las elevadas tasas de personas asintomaticas. No obstante, son

necesarios estudios para demostrar que ocurre de igual forma in vivo.

La modulacién del sistema inmunoldgico por Blastocystis, in vitro, también ha sido
evidenciada, proporcionando informacion sobre la interaccion del parasito y
hospedadory su posible influencia en la composicion de la microbiota intestinal (Tan
etal., 2010; Yason et al. 2019; Deng et al., 2021) (Figura 17). Esta inmunomodulacién
generaria el ambiente idoneo para la supervivencia del protista, pero podria facilitar
de forma indirecta la presencia de otros patégenos oportunistas y generar
inflamacién de bajo grado, dafio tisular y alteraciones gastrointestinales (Tan et al.,
2010; Ajjampur & Tan, 2016; Cifre et al., 2018). In vitro, se ha observado la liberacién
de factores de virulencia, como cisteina proteasas capaces de producir la
degradacién de las IgA (Puthia et al., 2005), la inhibicion del enzima iINOS (Mirza et
al., 2011), la activacién del factor de transcripcion nuclear kappa B (NF-kB) con el
consiguiente incremento de citoquinas proinflamatorias como la interleuquina 8 (IL-
8) y el factor estimulante de colonias de granulocitos-macréfagos (GM-CSF) en

células intestinales (Puthia et al., 2008), asi como el aumento de la secrecion de la
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interleuquina 1 (IL-1), la interleuquina 6 (IL-6) y el factor de necrosis tumoral alfa
(TNF-a) por los macrofagos de raton (Long et al., 2001; Lim et al., 2014). Ademas,
algunos estudios realizados en modelos animales mostraron un aumento de
citoquinas proinflamatorias interleuquinas 17 y 23 (IL-17 y IL-23) en ratones
promoviendo una respuesta inflamatoria patogénica por activacién de la via Th17
(linfocitos T helper 17) (Wu et al., 2012). Ademads, se ha observado la capacidad del
ST7 de sintetizar enzimas como la policétido sintasa (PKS, por sus siglas en inglés) y
la policétido no ribosomal sintasa (NRPS, por sus siglas en inglés) que generan
péptidos no ribosomales y policétidos con capacidad inmunomoduladora vy
antibidtica que podrian participar en la inflamacion intestinal y alteracion de la

microbiota (Poirier et al., 2012) (Figura 17).

Blastocystis es capaz de secretar otras proteasas, como las hidrolasas observadas en
el ST7, las cisteina y serina proteasas, que son capaces de alterar la capa mucosa
intestinal mediante la degradacion de glicoproteinas para obtener fuentes de
nutrientes y generar un microambiente necesario para su supervivencia (Poirier et
al., 2012; Wawrzyniak et al., 2012; Yason et al., 2019) (Figura 17). La degradacién de
esta capa supondria el primer paso para la exposicidon del epitelio intestinal a los
antigenos del lumen generando una respuesta inflamatoria y alérgica, ademas de
permitir la unién de estas moléculasy a las proteasas a los receptores de la superficie
celular, como el receptor activado por proteasa 2 (PAR-2), induciendo inflamacion,
alteracién de las uniones estrechas e hipersensibilidad, que contribuirian a los
sintomas intestinales en pacientes con infeccion sintomatica (Tan et al., 2010; Poirier

etal., 2012).

Otro de los efectos fisiopatoldgicos que se han atribuido en la infeccién por

Blastocystis es un aumento del estrés oxidativo, ya que se ha observado que algunos
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subtipos del parasito podrian inducir elevadas concentraciones de radicales libres en
modelos animales, generando reacciones cutaneas como urticaria e, incluso,
induciendo un aumento de la carcinogénesis (Chandramathi et al., 2010;

Kumarasamy et al., 2017) (Figura 17).

Con todo ello y a modo de resumen, en la Figura 17 se muestra un modelo de
patogénesis de Blastocystis que podria desencadenar una sintomatologia

compatible con patologias intestinales como el Sll (Cifre et al., 2018).

77



Introduccion

PERSISTENT ANTIGENIC EXPOSURE

L IgA
“™. degradation

l

INMUNOMODULATION

|

DYSBIOSIS

INFLAMMATION

Figura 17. Visidn general de los efectos fisiopatoldgicos de Blastocystis en la mucosa intestinal y mecanismos demostrados in vitro e
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Fuente: Cifre et al. (2018).
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1.3.7. Diagnostico

El diagndstico habitual de Blastocystis se centra la identificacion directa mediante
microscopia éptica en una o varias muestras fecales, bien sea en fresco o procesadas
mediante técnicas de concentracion (formalina-éter, formalina-etil acetato, sistema
Parasep, etc.), y bien fijadas con formalina o tefiidas (lugol, tricrdmico, Giemsa,
hierro-hematoxilina, etc.). Sin embargo, aunque presenta la ventaja de ser una
técnica baratay asequible, la deteccidn de las multiples formas del parasito requiere
de personal capacitado para evitar falsos negativos e infradiagnosticar |la
parasitacion. Ademas, esta técnica no permite discernir entre los diferentes subtipos

del parasito.

La sensibilidad para el diagndstico convencional de Blastocystis es del 48%
aproximadamente (Butters et al., 2019). En 2008, Tan sugirié el aumento del nimero
de muestras fecales investigadas para aumentar la sensibilidad de la técnica, sin
embargo, en el estudio realizado por Not y colaboradores (2020) no se observaron
diferencias significativas en la sensibilidad entre el andlisis de una sola muestra fecal
o el de dos o tres muestras consecutivas, reflejando la emision regular de
Blastocystis en heces. No obstante, otro estudio realizado por Roberts vy
colaboradores (2011) destacé la importancia de realizar el anélisis parasitolégico de

mas de una muestra para asegurar el correcto diagnodstico del protista.

Actualmente, la técnica considerada de referencia para la identificaciéon de este
protista es el cultivo axénico (medio de Jones, Robinson, etc.), método mas sensible
gue la microscopia, con cifras entre el 52%-79% en comparacién con gPCR, pero que
requiere de un mayor tiempo y personal entrenado en el reconocimiento de las

multiples formas del pardsito, por lo que no suele encontrarse disponible en la
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practica clinica habitual (Verweij & Stensvold, 2014; Stensvold & Clark, 2016; del
Coco et al., 2017; Mohammad et al., 2018b).

No obstante, en las Ultimas décadas se han desarrollado técnicas especificas de
biologia molecular, como la PCR y gPCR, que presentan una mayor sensibilidad
(hasta el 100%) y que permiten identificar los diferentes subtipos causantes de la
infeccidon (Scicluna et al., 2006; Roberts et al., 2011; El Safadi et al., 2014; Dacal et
al., 2020). Sin embargo, debido a su complejidad y elevado coste, a la necesidad de
equipos especificos y personal entrenado, no suelen emplearse en la clinica diaria,

siendo utilizadas mayormente en centros de referencia o en investigacion.

Existen otras técnicas para el diagndstico de Blastocystis como
enzimoinmunoensayos (ELISA-Ag) y métodos de inmunofluorescencia directa (DFA,
por sus siglas en inglés) o indirecta (IFA), etc. Incluso, existen kits comerciales
especificos para la deteccion del protista de forma rapida. Sin embargo, su uso se ha
limitado a un ndmero restringido de estudios con pocas muestras, por lo que es
necesaria una mayor investigacion para poder ser empleados en la practica diaria

(Verweij & Stensvold, 2014; Stensvold & Clark, 2016).

Por lo tanto, debido a las diferencias en la sensibilidad y especificidad de las técnicas
habitualmente empleadas, se recomienda el uso en la practica clinica de la
combinacién de, al menos, 2 de las técnicas disponibles para realizar con mayor
precision el diagndstico de Blastocystis (Roberts et al., 2011; Stensvold & Clark, 2016;
del Coco et al., 2017; Mohammad et al., 2018b). Sin embargo, en el caso de que no
se dispongan de técnicas moleculares se recomienda el uso combinado de
microscopia y cultivo, ya que el uso de una sola técnica puede llevar a un
infradiagndstico de la infeccion (Roberts et al., 2011; Zhang et al., 2011; Mohammad
et al., 2018b; Padukone et al., 2018).
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2. TRASTORNOS GASTROINTESTINALES
CRONICOS

Los Trastornos Intestinales Crénicos (TIC) son aquellas patologias que afectan al
sistema intestinal con una duracion superior a 6 meses, que presentan sintomas y
signos diversos e inespecificos como dolor abdominal, distensién abdominal,
flatulencias, alteracién del habito intestinal (diarrea, estrefiimiento o alternancia de

ambos), etc.

En la presente tesis doctoral, ademas de los TIC, se han incluido patologias que
afectan al sistema gastrico, considerdndose el conjunto como Trastornos
gastrointestinales  crénicos  (TGC), entre los que  destacan: la
Intolerancia/malabsorcién a carbohidratos (fructosa (IF) y lactosa (IL)), la
Enfermedad Celiaca (EC), el Sindrome de Intestino Irritable (Sll), la Enfermedad
Inflamatoria Intestinal (Ell) (Enfermedad de Crohn (E. Cr) y Colitis Ulcerosa (CU)) y la
gastritis cronica. A continuacion, se realiza una breve descripcién de cada una de

ellas.

2.1. Intolerancia/malabsorcién a
Carbohidratos

En nuestra sociedad, los carbohidratos suponen aproximadamente un 50-55% de la
energia total consumida a lo largo del dia, siendo muy comun la ingesta de alimentos
ricos en carbohidratos simples como los ultraprocesados. Los disacaridos (sacarosa,
lactosa, maltosa, isomaltosa y trehalosa), constituyen un aporte importante en la
ingesta diaria de la poblacion y para su absorcion requieren de un proceso de

hidrdlisis mediante enzimas especificas situadas en las microvellosidades
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intestinales del intestino delgado. La actividad enzimética ejercida en los disacaridos
da lugar a monosacaridos como la glucosa, galactosa y fructosa, entre otros, que se
absorben mediante transportadores especificos ubicados en las membranas
apicales y basolaterales de los enterocitos (SLGT-1, GLUT-5 y GLUT-2) situados en

intestino delgado (Figura 18) (Zugasti, 2009; Riveros et al., 2014).
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Figura 18. Proceso de absorcién intestinal de los monosacdridos. SGLT-1:
cotransportador activo de Na+ para glucosa o galactosa; GLUT-5:
transportador de fructosa; GLUT-2: transportador de glucosa, galactosa y
fructosa hacia los capilares sanguineos.

Fuente: https://bioquiucimed.files.wordpress.com/2011/08/clase-
digestic3b3n-y-absorcic3b3n-de-carbohidratos.pdf.
En el caso de que existan problemas en la hidrolisis y/o absorcion, estos
carbohidratos transitardan hacia el intestino grueso proporcionando sustrato
fermentable para la microbiota, generando un aumento de la osmolaridad en el
lumen y la produccién de gases como el CO,, entre otros procesos, que seran
causantes del desarrollo de trastornos gastrointestinales (hipersensibilidad visceral)
y la sintomatologia caracteristica (dolor y distensién abdominal, diarrea, flatulencias,
nauseas, etc.), en un periodo de tiempo aproximado de 30 minutos y hasta las 2h

tras la ingesta (Posovszky et al., 2019; Trelis et al., 2019; Hammer & Hammer, 2020).
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En poblacién general se desconoce la prevalencia de la intolerancia/malabsorcién a
carbohidratos, sin embargo, en pacientes con sintomatologia gastrointestinal se
estima un porcentaje del 60% para la fructosa, del 51% para la lactosa y el 33% para

la combinacién de ambos (Wilder-Smith et al., 2013).

En la presencia de intolerancia/malabsorciéon de lactosa (IL), se produce un déficit
total o parcial de la enzima lactasa (B-galactosidasa), impidiendo una correcta
hidrdlisis y absorcién del disacédrido. Existen dos tipos: la primaria o hipolactasia
adquirida, considerada la mas comun, en la que se produce un déficit genético de la
enzima, cuya expresion y actividad se reducen con la edad, perdiendo la capacidad
de tolerar la lactosa a lo largo de la vida; y la secundaria, en la que se produce una
pérdida de la actividad lactasa de forma transitoria y reversible debido a otras
patologias o condiciones que alteran la mucosa intestinal, como la EC, E. Cr, alergias
a alimentos e, incluso, patégenos infecciosos que generen afectacién de la
integridad intestinal, ya sean virus, parasitos, bacterias u hongos (Deng et al., 2015;

Taroncher, 2019; Posovszky et al., 2019; Lopez et al., 2020).

En el caso de la intolerancia/malabsorcion de fructosa (IF), podemos encontrar la
intolerancia a fructosa primaria o fructosemia, considerada un trastorno congénito
hereditario en el que existe una alteracion del gen aldolasa B impidiendo el correcto
metabolismo a nivel hepatico de alimentos que contengan fructosa, sacarosa y
sorbitol, pero sin implicar una malabsorcion intestinal; y la secundaria, donde se
produce una alteracion de la expresion o la actividad de los transportadores
especificos, en concreto el GLUT-5 (Figura 18), que transporta a la fructosa por
difusion pasiva y es dosis dependiente, saturando su capacidad por el exceso de
fructosa, lo que generaria la sintomatologia asociada (Figura 18) (Taroncher, 2019;

Lépez et al., 2020).
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Actualmente, el diagnostico “Gold standard” de la intolerancia/malabsorcion de
carbohidratos es el Test del aire espirado o “prueba de aliento". Prueba no invasiva
en la que se detecta la concentracion de hidrégeno (H;) y metano (CH.) en aire
exhalado tras de la ingestion y sobrecarga del carbohidrato estudiado como sustrato.
Estos gases se producen en exceso por la fermentacién bacteriana en el colon del
carbohidrato no absorbido en intestino delgado, pudiendo producir o no la
sintomatologia clasica (Trelis et al., 2019; Hammer & Hammer, 2020; Lépez et al,,

2020).

El dnico tratamiento disponible para esta condicidén consiste en una dieta de
exclusion a largo plazo de los carbohidratos responsables, resultando en una mejora
en su estado de salud y calidad de vida (Wilder-Smith et al., 2013; Deng et al., 2015).
Sin embargo, en pacientes que tras el tratamiento dietético no notan mejoria, el
estudio de otras causas primarias como otras patologias intestinales o de una
infeccion enteroparasitaria podria cambiar el abordaje de esta enfermedad. En el
caso de una infeccién parasitaria, pasaria de considerarse una patologia crénica a
presentar un tratamiento especifico para erradicar la parasitosis y, en consecuencia,
la intolerancia/malabsorcién a carbohidratos, tras la recuperacion de la funcién

intestinal (Trelis et al., 2019).

2.2. Enfermedad Celiaca

La Enfermedad Celiaca (EC) es una afeccion mediada por el sistema inmunitario que
se caracteriza por una enteropatia intestinal crénica cuyo desencadenante es la
exposicion al gluten en individuos genéticamente predispuestos (Sierra et al., 2020;
Lebwohl & Rubio-Tapia, 2021). La prevalencia global aproximada de esta

enfermedad es del 1,4% vy su incidencia ha aumentado en las Ultimas décadas, sin
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embargo, existen multitud de casos infradiagnosticados debido a la variedad de
formas de presentacion de la enfermedad y de protocolos de diagndstico (Sierra et

al., 2020; Lebwohl & Rubio-Tapia, 2021).

Las proteinas del gluten (presentes en el trigo, la cebada, el centeno y sus especies
hibridas, y, en ocasiones, la avena) son hidrolizadas parcialmente en el intestino
generando péptidos de gran tamafio capaces de atravesar la pared intestinal hasta
la ldmina propia donde sufren un proceso de deaminacién por la enzima
transglutaminasa tisular (TTG), lo que aumenta su potencial inmunogénico. Estos
péptidos deaminados desencadenan una respuesta inmunitaria al unirse a las
moléculas del Complejo Mayor de Histocompatibilidad de tipo 2, también conocidas
como HLA-DQ2 y HLA-DQS8 (HLA: antigenos leucocitarios humanos, por sus siglas en
inglés), presentes en las células presentadoras de antigenos, complejo que sera
reconocido por los linfocitos T cooperadores o CD4. Ademds, también son capaces

de generar la activacion de los linfocitos T citotdxicos o CD8 (Sierra et al., 2020).

Los genes implicados en la susceptibilidad a desarrollar la EC estan relacionados con
la expresién de dichas moléculas HLA-DQ2 y HLA-DQS8, encontrados en un 90% y un
5-7% en los pacientes con EC, respectivamente. Aunque también se han descrito

otras variantes de riesgo como el DQ2.2, entre otras (Gozalbo et al., 2020).

Las manifestaciones clinicas de la EC pueden ser las “clasicas”, mds frecuente en
poblacion infantil, que cursan con malnutricién, pérdida de peso y alteracién del
crecimiento, y diarrea crénica con o sin esteatorrea; y las manifestaciones “no
clasicas” o atipicas, mas frecuente en el adulto, que cursan con sintomatologia
intestinal (estrefiimiento, dolor abdominal y flatulencias), y/o extraintestinal
(anemia ferropénica, dermatitis herpetiforme, psoriasis, osteoporosis, artralgias o

artritis, fatiga crdnica, neuropatia periférica, migrafias, insuficiencia pancreatica
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exocrina, alteraciones hepaticas y alteraciones ginecoldgicas como infertilidad o
endometriosis). No obstante, también es posible que no existan manifestaciones y
el paciente sea asintomatico, siendo diagnosticado mediante familiares de primer
grado. La EC suele asociarse a otras patologias de origen autoinmunitario (diabetes
mellitus, hipotiroidismo autoinmune, déficit selectivo de IgA, dermatitis
herpetiforme, etc.) y cromosomopatias (sindrome de Down) (Sierra et al., 2020;

Lebwohl & Rubio-Tapia, 2021).

El diagndstico de esta patologia se realiza mediante tres pruebas especificas: test
seroldgico (titulacion de anticuerpos IgA o IgG anti-TTG, anti-gliadina deaminada vy
anti-endomisio), test genético (alelos que codifican las moléculas HLA-DQ2 y DQS,
principalmente) y biopsia duodenal mediante endoscopia del tracto digestivo alto
(enteropatia valorada mediante la clasificacion de Marsh-Oberhuber; importante
realizar un diagndstico diferencial de otras patologias o condiciones que afecten a la
misma zona) (Sierra et al., 2020; Lebwohl & Rubio-Tapia, 2021). La infeccion por
microorganismos, como virus, bacterias y parasitos, en pacientes susceptibles de
desarrollar la enfermedad, podrian ejercer como desencadenante, por lo que

deberian incluirse en el diagndstico diferencial (Lebwohl & Rubio-Tapia, 2021).

Actualmente, el Unico tratamiento disponible y eficaz para la EC es la adopcion de
una dieta libre de gluten (DLG) controlada, evitando la presencia de trazas y

asegurando el cumplimiento total del tratamiento dietético.

2.3. Sindrome del Intestino Irritable

El Sindrome del Intestino Irritable (Sll), también denominado “colon irritable”, es una
afeccion gastrointestinal funcional, caracterizada por la presencia de dolor

abdominal recurrente asociado con la alteracion del habito intestinal (Cifre et al.,
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2018). Se estima que el Sl afecta entre el 5% y 10% de la poblacion mundial,
afectando a todos los grupos de edad (Sperber et al., 2017). Esta patologia causa
morbilidad, pero no mortalidad, y afecta a la calidad de vida de los pacientes
(productividad, integracion social, salud psicoldgica como ansiedad, depresion y

somatizacion, etc.), lo que aumenta el gasto en salud publica (Ford et al., 2020).

Es posible que se presente de forma aguda tras una infeccién gastrointestinal, lo que
se denomina SlI post-infeccioso (SII-Pl), en la que se dan dos o mas de los siguientes
sintomas: fiebre, vémitos, diarrea o un diagndstico de heces positivo para un agente
infeccioso (virico, bacteriano o parasitario). Entre los agentes infecciosos capaces de
desencadenar un SlI-Pl se encuentran G. intestinalis y Blastocystis sp. (Ghoshal &
Ranjan, 2011; Poirier et al., 2012; Cifre et al., 2018; Litleskare et al., 2018; Austhof et
al., 2020; lacob et al., 2020).

La patogénesis del Sl no se entiende completamente y presenta multiples etiologias.
Algunos modelos consideran que el Sl es un producto de la interaccién entre
factores psicologicos, fisioldgicos, conductuales y ambientales (Camilleriet al., 2012;
Cifre et al., 2018). El enfoque tradicional se ha centrado en las alteraciones de la
motilidad y la hipersensibilidad visceral (Ferreira et al., 2020; Pimentel & Lembo,
2020). Sin embargo, también se ha considerado la influencia de otros factores como
la serotonina, la fructosa, una microinflamacién, los pardsitos intestinales, la
alteracién de la microbiota intestinal, y el sobrecrecimiento bacteriano, ademas de
la conciencia alimentaria y la predisposicién genética (Cifre et al., 2018; Patel &

Shackelford, 2020; Pimentel & Lembo, 2020).

El diagndstico del Sl se realiza mediante los criterios basados en sintomas Roma 1V,
gue consisten en la presencia de dolor abdominal asociado con la alteracion de la

consistencia de las heces o la frecuencia, con una duracion de, al menos, 6 meses.
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Ademds, los criterios Roma IV clasifican a los pacientes segun el patrén
predominante de las heces, mediante el uso de la Escala de Bristol, encontrando los
siguientes subgrupos: Sll con diarrea, Sll con estrefiimiento, Sll con patrones mixtos
y Sl no clasificado (Tabla 4) (Ford et al., 2020). Es importante realizar un diagndstico
diferencial segun la sintomatologia del paciente, descartando otras patologias con

las que el Sl podria ser confundido (Patel & Shackelford, 2020).

Tabla 4. Criterios Roma IV para el diagnéstico y clasificacién del SII*

CLASIFICACION CRITERIOS DIAGNOSTICOS

Dolor abdominal recurrente, durante al menos 1 dia por semana en los
ultimos 3 meses, asociado con dos o mas de los siguientes: relacionado
St con la defecacién: un cambio en la frecuencia de las heces, un cambio en
la forma de las heces; los criterios deben cumplirse durante los Ultimos 3
meses, con inicio de sintomas al menos 6 meses antes del diagnodstico.
>25% de las deposiciones de los tipos 6 0 7 en la Escala de Bristol, y <25%
de los tipos 1 0 2.
Sl con >25% de las deposiciones de los tipos 1 0 2 en la Escala de Bristol, y <25%
Estrefiimiento = de los tipos 60 7.
Sl con patrén  >25% de las deposiciones de los tipos 1 0 2 en |a Escala de Bristol, y >25%
Mixto de las deposiciones de los tipos 6 0 7.
Pacientes que cumplen con los criterios del Sll, pero no se pueden
clasificar en ninguno de los tres subgrupos anteriores segun la Escala de
Bristol.

Sll con Diarrea

Sl no
clasificado

1S||: Sindrome del Intestino Irritable.

Debido a la amplia heterogeneidad del Sll, es imposible realizar el mismo
tratamiento para todos los pacientes, por lo que el manejo implica un enfoque
integrado basado en una buena relacién entre el paciente y el personal sanitario,
educacidn, intervencion nutricional, terapia farmacoldgica y psicoldgica, enfocado
en la sintomatologia predominante y su gravedad (Ferreira et al., 2020). Por lo que,
para una sintomatologia leve, el manejo del estrés, educacién y modificaciones
dietéticas (ej. dieta rica en fibra, baja en carbohidratos fermentables o FODMAPs,

etc.) y de estilo de vida, y realizacion de ejercicio fisico, pueden ser suficientes. En el
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caso de sintomatologia moderada, ademads se requiere de la identificacion vy
modificacion de los factores desencadenantes y terapia farmacoldgica destinada a
paliar la sintomatologia predominante (ej. laxantes, antidiarreicos, etc.). En cuanto
a los sintomas graves se valoraria la implementacion de terapia psicoldgica y la toma
de psicofarmacos (Ferreira et al., 2020; Ford et al., 2020; Patel & Shackelford, 2020).
También, se han sugerido otras estrategias como la toma de probidticos, antibiodticos
y el trasplante fecal de microbiota, sin embargo, son necesarios mas estudios que

evidencien su utilidad (Canakis et al., 2020).

2.4. Enfermedad Inflamatoria Intestinal

La Enfermedad Inflamatoria Intestinal (Ell) comprende la Enfermedad de Crohn (E.
Cr) y la Colitis Ulcerosa (CU). Son trastornos complejos, multifactoriales e
inmunomediados del tracto gastrointestinal que se caracterizan por una inflamacion
cronica recidivante. Si bien la etiopatogenia exacta sigue siendo desconocida,
estudios recientes han implicado diferentes factores genéticos, ambientales e
inmunitarios junto con la participacién de la microbiota intestinal (Abraham et al.,
2017). La prevalencia de la Ell estd aumentando a lo largo del mundo, afectando a
todos los grupos de edad, pero en mayor medida a poblacién adulta, con valores de
prevalencia estimados para la E. Cr de 322/100.000 personas y para la CU
505/100.000 personas (Molodecky et al., 2012; Sairenji et al., 2017).

La E. Cr puede afectar a cualquier parte del tracto gastrointestinal, abarcando desde
la boca hasta el ano. La localizacion y la gravedad de la enfermedad se asocian a una
sintomatologia concreta, por lo que existe un amplio espectro de manifestaciones
clinicas que suelen cursar con brotes y remisiones. La presentacién mas habitual de

la E. Cr incluye dolor abdominal, de tipo cdlico y persistente que se asocia con las
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deposiciones y se alivia tras la defecacion, diarrea acuosa episddica e intermitente,
gue puede ser aguda o sanguinolenta en afectacion de colon o rectal, y pérdida de
peso, debido a la diarrea crénica, malabsorcion y miedo a comer. Sin embargo,
también se pueden dar sintomas mas graves, entre los que se encuentran las fistulas
intestinales, estenosis, fisuras y abscesos perianales, perforacion, etc., o sintomas
sistémicos, como la fatiga crénica y fiebre, y manifestaciones extraintestinales, como

problemas dérmicos, reumaticos, renales, etc. (Flynn & Eisenstein, 2019).

La CU afecta solamente a la mucosa del intestino grueso. El grado de inflamacion y
afectacion del colon da lugar a una amplia variedad manifestaciones clinicas que
también suelen cursar con brotes y remisiones, y se mide mediante el sistema de
clasificacién de Montreal. El principal sintoma que se observa en la CU es la diarrea
que se asocia al grado de inflamacion, pudiendo ser leve, con deposiciones
frecuentes de pequefio volumen y presencia de moco, o grave, e incluso llegar a
pancolitis, con deposiciones liquidas y voluminosas con presencia de sangrado
severo. En ocasiones es posible que se produzca una hemorragia severa e, incluso,
perforacién del colon y emergencias quirurgicas. Otra sintomatologia frecuente en
la CU incluye tenesmos y dolor abdominal de tipo cdlico pudiendo derivar en
calambres severos, y, en algunos pacientes, estrefiimiento con presencia de sangre
y moco. Ademads, pueden aparecen sintomas sistémicos, como fatiga, fiebre vy
pérdida de peso, extraintestinales y sintomas mds graves como estenosis,

obstrucciones y neoplasias (Flynn & Eisenstein, 2019).

Aunque la patogenia de la Ell no esta clara, existen factores genéticos, ambientales
y relacionados con el individuo que contribuyen al desarrollo de la inflamacién
intestinal. Esta parece ser debida a una desregulacion del sistema inmunitario en

respuesta a alteraciones en la microbiota comensal (no patégena). Los estudios
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genéticos han demostrado que las interacciones hospedador-microorganismo
tienen un papel destacado en la patogénesis tanto de la CU como de la E. Cr e
involucran regiones gendmicas que regulan la defensa microbiana y la inflamacion
intestinal (Wehkamp et al., 2016; Abraham et al., 2017; Sairenji et al., 2017; Flynn &
Eisenstein, 2019; Lavelle & Sokol, 2020).

El diagndstico de Ell se realiza mediante el estudio de la historia clinica del paciente
(antecedentes familiares, sintomas y severidad de los mismos, diagndstico
diferencial para descartar otras patologias o condiciones) y el examen fisico
(palpacion del abdomen), valores de laboratorio (calprotectina fecal, proteina C
reactiva y anticuerpos en sangre, lactoferrina en heces, etc.) y los hallazgos de los
estudios endoscdpicos (macroscopicos y microscopicos), histoldgicos y radiolégicos
(Wehkamp et al., 2016; Sairenji et al., 2017; Pérez de Arce et al., 2020). El método
diagndstico de referencia para la Ell es la endoscopia o colonoscopia, que permite
diferenciar entre la E. Cr y la CU (Sairenji et al.,, 2017). Estudios recientes han
estudiado los perfiles metabdlicos de pacientes con Ell mostrando diferencias en los
metabolitos generados en la E. Cr y la CU que podrian utilizarse como
biomarcadores, sin embargo, son necesarios mas estudios que validen este método

(Lins et al., 2020).

El tratamiento de la Ell tiene como objetivo minimizar la sintomatologia, mejorar la
calidad de vida de los pacientes y minimizar la progresién de la enfermedad vy las
posibles complicaciones asociadas, ademads de evitar futuras hospitalizaciones y
cirugias (Wehkamp et al., 2016; Abraham et al., 2017). En la E. Cr los farmacos mas
con mejor respuesta son la budesonida y esteroides sistémicos, mientras que los
aminosalicilatos son menos eficaces. En las exacerbaciones refractarias puede ser

util el empleo de anticuerpos anti-TNF-a o, mas recientemente, anticuerpos anti-
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integrina. En la CU, el primer farmaco de eleccion son los aminosalicilatos, con la
adicién de esteroides, antibidticos o anticuerpos anti-TNF-a o anti-integrina, si es
necesario. En la terapia de mantenimiento, que se emplea para prevenir recaidas, a
menudo implica inmunosupresién con tiopurinas y/o anticuerpos. Como Ultima
opcion, se valora la realizacion de un tratamiento quirdrgico (Wehkamp et al., 2016;

Abraham et al., 2017; Sairenji et al., 2017).

2.5. Gastritis crénica

La gastritis crénica es una enfermedad de larga duracion muy frecuente que cursa
con inflamacién de la mucosa gastrica, y cuya definicion se basa en las caracteristicas
histologicas de la misma, pudiendo aparecer cambios estructurales y producirse la
pérdida de la integridad de las gldndulas gastricas (Bacha et al., 2018; Crafa et al,,
2018). Su clasificacién se realiza en funcion, de las caracteristicas histoldgicas,
distribucion anatdémica y mecanismos patoldgicos subyacentes, mediante el sistema
de Sydney (Crafa et al., 2018; Fang et al., 2018; Azer & Akhondi, 2020). Debido a la
elevada tasa de pacientes asintomaticos, es imposible conocer con certeza su
prevalencia, sin embargo, se estima superior a la infeccién por Helicobacter pylori
(5%), llegando al 90% en paises como China, afectando en mayor medida a poblacién

adulta (Crafa et al,, 2018; Fang et al., 2018)

La causa mdas comun de gastritis cronica a nivel mundial es la bacteria H. pylori (70-
90%), pero existen otras causas como el consumo crénico de antiinflamatorios, el
tabaquismo y/o consumo de alcohol, presencia de reflujo de acido biliar, la
alteracién del sistema inmunitario (gastritis autoinmune), infecciones por otros

patogenos (Mycobacterium spp., Herpes simplex, Cytomegalovirus spp.,
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Cryptosporidium spp., Strongyloides stercoralis, Anisakis simplex, etc.), radiacién, E.

Cr con afectacién gastrica, etc. (Fang et al., 2018; Azer & Akhondi, 2020).

En esta patologia pueden presentarse diferentes manifestaciones clinicas como
dolor epigastrico, distension abdominal, plenitud postprandial, saciedad precoz,
dispepsia, nduseas, vomitos, etc. En el caso de la gastritis autoinmune también es
comun la anemia perniciosa por falta de vitamina B12, con la consiguiente aparicién
de sintomatologia neurolégica. Ademas, la evolucién de la patologia puede llegar a
ocasionar atrofia, ulceras gastricas y duodenales, e, incluso, neoplasias o cancer
gastrico, e incluso, pancreatico y colorrectal (Fang et al., 2018; Rodriguez-Castro et

al., 2018; Azer & Akhondi, 2020).

La gastritis cronica es una patologia multifactorial, no del todo conocida, en la que
estan involucrados factores infecciosos (H. pylori, etc.), ambientales, genéticos y
psicologicos (Fang et al., 2018). La infeccidn por H. pylori genera factores de
virulencia que facilitan su adhesién a las células, provocan dafio celular, interrumpen
las uniones estrechas y permiten la evasion del sistema inmunitario, generando
inflamacion. Ademds, H. pylori es capaz de activar la respuesta inmunitaria del
hospedador que liberara IL-8 e infiltracion linfocitaria, lo que provocara dafios en los
tejidos e inflamacidn. La evolucion a etapas mas graves de la enfermedad no es bien
conocida, aunque parece ser que factores viricos se encuentran implicados. Por otra
parte, los antiinflamatorios producen la inhibicién de la sintesis de prostaglandinas,
moléculas encargadas de los mecanismos de proteccion de la mucosa gastrica
impidiendo lesiones por acido clorhidrico. En la gastritis autoinmune, se hipotetiza
sobre la aparicién de una respuesta inmunitaria exacerbada en la que se ven
afectadas las células parietales y el factor intrinseco, reduciéndose la secrecién de

acido gastrico (Fang et al., 2018; Hall & Appelman, 2019; Azer & Akhondi, 2020).
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Su diagndstico se realiza mediante la combinacion de multiples métodos: el estudio
de la historia clinica y sintomatologia, valores de laboratorio, gastroscopia
(observacién de cambios inflamatorios como erosion, eritema, sangrado, etc.) con
recoleccidn de multiples biopsias y su posterior examen histolégico y microbioldgico

(Bacha et al., 2018; Azer & Akhondi, 2020).

El tratamiento de la gastritis cronica debe se basa en la etiologia con el objetivo de
mitigar la sintomatologia, mejorar la reaccion inflamatoria de la mucosa gastrica y
mejorar la calidad de vida del paciente. Incluye modificacion de la alimentacion y el
estilo de vida, realizando ejercicio fisico y evitando bebidas excitantes, alcohol,
tabaco, antiinflamatorios, etc. Algunos de los farmacos utilizados segun la etiologia
son los inhibidores de la bomba de protones (IBP), terapia de combinacion cuadruple
de farmacos, con o sin bismuto (H. pylori), antibidticos, farmacos procinéticos
(reflujo de &cidos biliares), antiacidos, protectores de mucosa, suplementos de
vitamina B12 y hierro, enzimas digestivas, antidepresivos, entre otros (Fang et al.,

2018; Azer & Akhondi, 2020; Vicén et al., 2020).

En cualquiera de estas patologias, si el paciente no consigue una mejoria en la
sintomatologia y su calidad de vida tras el diagndstico y el tratamiento pertinente e
individualizado, se debe dar importancia al diagndstico diferencial y sospechar de
otras causas subyacentes que estén afectando al proceso inflamatorio evitando la
remision de la enfermedad. Podria ser el caso de una infeccidn parasitaria crénica
no diagnosticada que exacerbe las manifestaciones clinicas existentes e impida la

recuperacion de la mucosa gastrointestinal.

Por este motivo, en las Ultimas décadas multiples equipos de investigacion han

centrado su interés en el estudio del papel que podrian ejercer las infecciones
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parasitarias mas frecuentes en el desarrollo o exacerbacion de los TGC, incluido el

presente estudio.

La hipodtesis de la presente tesis doctoral plantea que las parasitosis intestinales
cronicas no diagnosticadas podrian tener un papel importante en el desarrollo de
los TGC y/o la sintomatologia gastrointestinal que los caracteriza. Por este motivo,
se propone determinar la presencia de parasitacién con los métodos diagndsticos
mas eficaces en poblacién afectada por estas patologias o con sintomatologia
compatible y comprobar si existe una asociacién significativa. Con esto se pretende
ampliar y mejorar los protocolos de diagndstico que se emplean en la practica clinica,
cambiando el curso de las patologias, mejorando la sintomatologia y, con ello, la

calidad de vida de los pacientes.
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| Objetivos

1. OBJETIVO PRINCIPAL

El objetivo principal de la presente tesis doctoral es analizar si existe una asociacion
entre la parasitacidn intestinal y los trastornos gastrointestinales cronicos (TGC) y la
sintomatologia, gastrointestinal y extraintestinal, que presenta la poblacién de

estudio.

2. OBJETIVOS SECUNDARIOS

1. Determinar la prevalencia de parasitacion intestinal en los pacientes

con TGC, otras patologias de interés y/o sintomatologia compatible.

2. ldentificar las especies parasitas mas prevalentes en la poblacion de

estudio.

3. Comparar los métodos diagndsticos empleados para cada especie

parasita.

4. Caracterizar la diversidad, frecuencia y variabilidad molecular de

Giardia intestinalis en la poblacion de estudio.

5. Caracterizar la diversidad, frecuencia y variabilidad molecular de

Blastocystis sp.

6. Analizar la asociacién de cada especie pardsita con los TGC y las

patologias asociadas.

7. Analizar la asociacion de cada especie pardsita con la sintomatologia

gastrointestinal y extraintestinal presente en los pacientes.

8. lIdentificar los posibles factores de riesgo de parasitosis en nuestro

entorno.

99






Il. MATERIAL Y METODOS






Material y Métodos

1. MATERIAL

1.1. Poblacion objeto de estudio

Para la realizacion de la presente tesis doctoral se estudiaron individuos con
Trastornos Gastrointestinales Crénicos que asistieron a la Clinica Universitaria de
Nutricién, Actividad Fisica y Fisioterapia (CUNAFF) de la Fundacié Lluis Alcanyis de la
Universidad de Valencia desde mayo de 2016 hasta enero de 2019 para recibir un
manejo personalizado que incluia un tratamiento dietoterapéutico, y, de forma

adicional, se considerd pertinente realizar un diagndstico parasitoldgico.

Finalmente, se incluyeron en el estudio 295 pacientes que aportaron las muestras y

la informacidén necesaria clasificdndose en los siguientes grupos:

- PARASITADOS: constituido por 197 pacientes sintomaticos, que tras en
procesado de las muestras presentaron infeccidon por uno o mas parasitos.
- NO PARASITADOS: constituido por 98 pacientes también sintomaticos con

resultados parasitoldgicos negativos.

1.1.1. Criterios de inclusion

La participacion en el presente proyecto requirié del cumplimiento de los siguientes

criterios:

- Diagndstico médico de patologias gastrointestinales o trastornos funcionales
digestivos: Intolerancia o Malabsorcidn a Carbohidratos, Enfermedad Celiaca,
Sindrome de Intestino Irritable, etc. Las que se consideran en este trabajo como

Trastornos Gastrointestinales Cronicos o TGC.

103



Material y Métodos

- En caso de no presentar un diagndstico médico previo de TGC, se valord la
presencia de sintomatologia gastrointestinal (alteracién del habito intestinal
(diarrea/estrefiimiento), distensién abdominal, dolor abdominal, flatulencias,
etc.) acompafiada o no de sintomatologia extraintestinal (urticarias, fatiga
cronica, migrafias, etc.).

- Nopresentar mejoria de la sintomatologia tras un tratamiento dietoterapéutico
y/o farmacoldgico previo.

- Aceptacion voluntaria de participacion en el estudio y firma del consentimiento

informado.

1.1.2. Criterios de exclusién

Se desestimo la participacion de aquellos pacientes con tratamiento antibidtico 45
dias antes del diagndstico parasitolégico. Incluyendo los siguientes farmacos:

metronidazol, tinidazol, nitaxozanida, paromomicina, furazolidona o albendazol.

Ademds, se excluyeron aquellos pacientes que finalmente no aportaron la
informacidn pertinente para el posterior procesado de datos y la obtencion de

resultados.

1.2. Muestras bioldgicas

Durante la primera visita se hizo entrega de un kit completo de recogida de muestras
de heces y saliva etiquetado con el cédigo especifico de cada paciente, junto con la
explicacién y las instrucciones impresas. Asimismo, se fijé la fecha y modo de entrega

de las muestras en la CUNAFF.
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1.2.1. Heces

Una parasitacién cronica por ciertos protozoos como G. intestinalis presenta una
baja emision de formas de resistencia en heces por lo que realizar la recogida de una
sola muestra dard lugar a una sensibilidad en las pruebas diagndsticas de
aproximadamente el 40%, sin embargo, la recogida de 3 muestras obtenidas en dias

alternos aumenta dicha sensibilidad hasta el 85% (Trelis et al., 2019).

Para la recogida de muestras, se entregd al paciente 3 tubos estériles de 50 mL de
polipropileno sin conservantes y tapon con espatula rigida (Herenz, Hamburgo,
Alemania) identificados correctamente con el cédigo de cada paciente y el orden de
recogida de muestras. Durante el procedimiento de recogida el recipiente a utilizar
debia estar seco y libre de contaminacién, tanto de orina como de agua del inodoro.
Con el fin de obtener una muestra mds representativa se debian recoger materia

fecal de tres localizaciones diferentes.

Cada paciente conservé las 2 primeras muestras congeladas a -20°C hasta el dia de
la entrega, mientras que la tercera muestra se entregd en fresco, siendo recogida el
mismo dia de la entrega o, en su defecto, el dia anterior conservandose a 4°C hasta

la entrega.

En el caso de los pacientes con vivienda fuera de la localidad, se envid un kit
completo con 3 tubos REAL MiniSystem con fijador Total-Fix (Durviz, Valencia,
Espafia) que permite mantener la muestra en condiciones éptimas para el procesado

y el diagndstico molecular sin necesidad de mantener la cadena de frio.
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1.2.2. Saliva

Se realizd la recogida de 3 muestras de saliva en dias alternos, coincidiendo con la
recogida de muestras fecales, en 3 microtubos estériles identificados con el cédigo
de cada paciente y el orden de recogida de muestra. Cada microtubo destinado a la
recogida de saliva contenia 200 plL de una solucidon conservante compuesta por 195
uL de un coctel de inhibidores de proteasas comercial (cOmplete, Mini, EDTA-free
Protease Inhibitor Cocktail Tablets, Roche, Basilea, Suiza) al 1x en tampdn fosfato
salino (PBS; pH 7,4) (Tabla 5), y 5 uL del biocida/bacteriostatico ProClin 300 (Sigma-
Aldrich, Misuri, USA).

Tabla 5. Composicidn del tampdn fosfato salino

REACTIVO CONCENTRACION (mM/L)
NaCl 137
KCl 2,7
Na2HPO4 10
KH2PO4 1,8
pH 7,4

La recogida se recomendd hacerla por la mafiana, en ayunas y sin limpieza bucal
previa. Consistid en introducir una bola de algoddn estéril de 1-2 cm bajo la lengua
durante 10 minutos o hasta el empapado total, y posterior introduccion manual en
el tubo con liquido conservante. Las muestras debian ser preservadas a 4°C hasta el

dia de la entrega.
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2. METODOS

2.1. Disefio del Estudio

Se trata de un estudio observacional, transversal y descriptivo en el que se incluyé a
pacientes con TGC, con vy sin diagndstico médico, que acudian a la clinica
universitaria CUNAFF para el manejo de sus problemas gastrointestinales mediante
tratamiento dietoterapéutico vy, en la busqueda del origen de sus trastornos, se les
realizd un andlisis completo de los parasitos intestinales mas frecuentes en nuestro

entorno.

El estudio se realizd en un periodo de 3 afios, comenzando el proceso de inclusién
de pacientes y recogida de muestras en mayo de 2016, y finalizandolo en marzo de

2019.

El plan de trabajo seguido durante el estudio y las intervenciones planteadas se han
resumido en el esquema que se puede observar en la Figura 19. En este se muestra
el flujo de informacién, las muestras bioldgicas recogidas y los procedimientos de
diagndstico parasitoldgico realizados a cada uno de los pacientes. En los siguientes
apartados de la presente tesis doctoral se realiza una descripcién detallada de cada

procedimiento.
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Figura 19. Esquema de la intervencién. Diagrama de flujo de pacientes,
muestras, técnicas parasitoldgicas y resultados. PCR: Reaccion en Cadena de
la Polimerasa; gPCR: PCR a tiempo real; SSU: Subunidad pequefia ribosomal

GDH: glutamato deshidrogenasa; B-Gi: beta-giardina.
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La entrevista individualizada a cada paciente, la entrega de la informacion y el
material destinado a la recogida de muestras, asi como la entrega de las muestras
por el paciente se realizé en la clinica universitaria CUNAFF, en la que fue

imprescindible la colaboracién de la Dra. Taroncher.

El procesado de las muestras bioldgicas y el diagndstico parasitolégico lo realizé la
doctoranda bajo la supervisién y ayuda de las Dras. Trelis y Gozalbo, en el
departamento de Farmacia y Tecnologia Farmacéutica y Parasitologia de la Facultad

de Farmacia de la Universitat de Valéncia.

Tras el diagndstico parasitolégico se emitia un documento informativo dirigido al
paciente en el que se anunciaba el resultado (Anexo 1). En caso de obtener un
diagnodstico positivo, se recomendaba acudir a su médico para que se les pautara,
en caso de que se considerase necesario, el tratamiento adecuado para cada especie
parasita. Dos meses tras el tratamiento farmacoldgico se realizaba la reevaluacion
parasitologica para obtener informacion acerca de la eficacia del tratamiento
pautado. En caso de que la parasitacion persistiera, se repetia el tratamiento
farmacoldgico y se evaluaba de nuevo al paciente hasta la confirmacion de la

eliminacion de los mismos.

Como complemento a las pruebas diagndsticas, y como colaboradoras en un estudio
de epidemiologia molecular de protozoosis humanas a nivel nacional, las muestras
de heces positivas en los analisis moleculares fueron enviadas al Laboratorio de
Referencia e Investigacidn en Parasitologia del Centro Nacional de Microbiologia del
Instituto de Salud Carlos Il (Majadahonda, Madrid) para la identificacién vy
caracterizacion de las especies, los genotipos, los subgenotipos y los subtipos por

parte de la doctoranda con la ayuda y supervision del Dr. David Carmena.
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2.1.1. Recogida de datos

Para la recogida de datos se realizd una entrevista individual en la cual se explicé

detalladamente el estudio (documento de informacion al paciente) y las condiciones

de participacién (voluntaria y anénima). Por ultimo, se obtuvo el consentimiento

informado por escrito de cada uno de los participantes.

Durante la entrevista se cumplimentd un cuestionario (Anexo 2) con el que se

recopilaba la siguiente informacion:

Datos sociodemograficos:

Nacionalidad, edad, sexo, lugar de residencia, informacién de contacto etc.

Datos clinicos:
1. Antecedentes de enfermedad intestinal o extraintestinal (propia o familiar)
(Tabla 6) y pruebas diagndsticas previas relacionadas (analiticas sanguineas,

endoscopias, biopsias, test de hidrogeno espirado, etc.).

2. Sintomatologia intestinal como dolor y/o distension abdominal,
flatulencias/meteorismo/borborigmos, frecuencia de las deposiciones, forma y

consistencia de las heces, reflujo, ardor, dispepsia, etc.

3. Sintomatologia extraintestinal como urticarias, picores, fatiga crdnica, dolor

articular, etc.
4. Otras patologias consideradas de interés (Tabla 6).

5. Tratamientos farmacoldgicos y suplementos habituales, crénicos y/u

ocasionales.

6. Modificaciones nutricionales previas y percepcién del grado de mejora.

110



Material y Métodos

Tabla 6. Patologias de interés en la poblacidon de estudio

Trastornos Gastrointestinales Cronicos (TGC)
Intolerancia/Malabsorcion a carbohidratos
Lactosa
Fructosa
Sindrome de Intestino Irritable
Enfermedad Celiaca
Enfermedad Inflamatoria Intestinal

Enfermedad de Crohn

Colitis Ulcerosa
Gastritis cronica

Otras patologias gastrointestinales
Sobrecrecimiento bacteriano
Helicobacter pylori
Otras patologias (eséfago de Barret, esofagitis eosinofilica, hernia hiato, otras
gastritis, polipos, adenomas y/o Ulceras gastrointestinales, duodenitis, bulbitis
duodenal, ileitis, colitis, intolerancia a sorbitol, déficit de diamino oxidasa (DAQ),
estenosis, obstruccién intestinal, hiperplasia linfoidea, linfangiectasia intestinal,
hemorroides, hepatitis, poliquistosis hepatica, Sindrome de Gilbert, etc.)
Enfermedades extraintestinales
Otras enfermedades autoinmunes (diabetes mellitus Tipo 1, lupus eritematoso
sistémico, Corea de Huntington autoinmune, espondilitis anquilosante,
endometriosis, hipotiroidismo de Hashimoto, enf. de Graves-Basedow, psoriasis,
polimialgia reumadtica, hepatitis autoinmune, sindrome de Sjogren, esclerosis
multiple, Sindrome de Reynolds, enf. de Addison, artritis reumatoide, vitiligo).

Alergias

- Datos epidemioldgicos de riesgo de parasitosis intestinales:

Profesidn, contacto de nifios/nifias y/o personas discapacitadas, viajes recientes a
paises tropicales, contacto con animales, consumo de frutas y verduras frescas de
cultivo ecoldgico, consumo de agua no embotellada procedentes de fuentes o

manantiales, tratamiento créonico con omeprazol y antecedentes de parasitosis.
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2.2. Herramientas utilizadas para |la
obtencidn de datos clinicos

Cierta sintomatologia intestinal es dificil de valorar mediante una entrevista clinica,
para facilitar la obtencién de la informacién, se contd con ciertas herramientas
validadas y de uso habitual en la consulta clinica como la Escala Visual Analdgica
(EVA) para la valoracion de algunos sintomas gastrointestinales y la Escala de Bristol

para la descripcién de las heces.

2.2.1. Escala Visual Analdgica (EVA)

Esta herramienta fue utilizada por primera vez por Hayes y Patterson en 1921
(Delgado et al., 2018) y permite al paciente valorar de forma sencilla la intensidad
de la sintomatologia en diferentes niveles (leve, moderado e intenso o severo). Los
niveles de intensidad se asocian a valores numéricos del O al 10, considerando una
intensidad “Leve” cuando el paciente valora el sintoma entre el 0y 2, “Moderado”

entre 3y 7 e “Intenso o Severo” entre 8 y 10 (Figura 20).

LEVE } ODERADASES INTENSA

Figura 20. Escala visual Analdgica (EVA).

Fuente: Centro Nacional de Excelencia Tecnoldgica en Salud, 2018.

Se trata, por tanto, de una herramienta que valora de forma subjetiva la intensidad
de los sintomas del paciente, pero que realizada a lo largo de la intervencion
terapéutica resulta Util para estudiar la evolucion de los sintomas y la eficacia de los

métodos empleados.
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2.2.2. Escala de Bristol

La Escala de Bristol fue desarrollada por Heaton y Lewis en 1997 (Lewis et al., 1997)
para permitir al paciente clasificar de forma visual sus heces en 7 tipos diferentes
como se puede observar en la Figura 21. El empleo de esta escala aporta informacion
respecto a la forma y consistencia de las heces, lo que permite al investigador o
personal clinico conocer y valorar el tiempo de transito intestinal y la posible

presencia de sindromes de malabsorcion.

' . Heces en forma de bolas duras y
Tipo 1 ° .. 9 Q separadas que pasan con dificultad

Heces en forma de salchicha
compuesta por fragmentos

Tipo 2

Heces con forma de salchica con

Tipo 3 grietas en la superficie

Heces como una salchicha o

Tipo 4 serpiente, lisa y suave

Bolas blandas con los bordes
definidos, que son defecados
facilmente

(08

Tipo 5

] ] Trozos blandos y esponjosos, con
Tipo 6 : bordes irregulares y consistencia
- pastosa

. - Acuosa, sin trozos sdlidos,
Tipo 7 @Ié‘ totalmente liquida

G N

Figura 21. Escala de Bristol desarrollada por Lewis Heaton y Heaton en 1997.

Fuente: https://cienciatoday.com/wp-content/uploads/2017/12/escala-
bristol-2.jpg.
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2.3. Analisis parasitoléogico de muestras
fecales

2.3.1. Concentrado de las muestras

El primer paso para proceder al analisis de las muestras fecales fue el de la
concentracion vy filtrado de las mismas mediante centrifugacién con el sistema de
extraccion de doble filtro y fondo cdnico para el diagndstico parasitolégico de Midi
Parasep Solvent Free de 50mL (Apacor, Wokinggham, UK) (Figura 22), siguiendo las
instrucciones del fabricante. Este sistema es de facil manipulacién y no requiere de
disolventes orgdnicos toxicos, como el éter y acetato de etilo, utilizados en las

técnicas tradicionales (Tenorio-Abreu et al., 2013).

Tubo de
mezcla

Cadmara de dispersion \
de grasas (filtro
secundario)

Matriz de filtracién
vertical (filtro primario)

Cono de sedimentacion

Figura 22. Sistema de concentracién y filtracion por centrifugacion para el
diagndstico parasitolégico Midi Parasep SF.

Fuente: www.monlab.es/index.php/sifilis/rpr/56-
productos/microbiologia.html
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El procedimiento comienza con la mezcla de 2 g de heces con 8 mL de solucién salina
0,9% esterilizada en el tubo de mezcla y homogeneizado con una varilla de madera.
Tras la homogeneizacion manual se aplican 10-15 segundos de vortex (MS1
Minishaker, IKA, Breisgau, Alemania). Una vez bien mezclado, se monta sobre el tubo
de mezcla el sistema de filtros y sedimentacion Parasep siguiendo las instrucciones
del fabricante (Figura 23). Por Ultimo, para forzar el paso de las heces a través de los
filtros, se centrifugan los tubos orientando el fondo cénico hacia abajo a 2.500 rpm
durante 5 minutos en una centrifuga 5810R (Eppendorf, Hamburgo, Alemania). Tras
la centrifugacién, se descarta el sobrenadante y con el precipitado formado en la

punta del cono de sedimentacién se continla el procesado y anélisis.

Figura 23. Procesado de muestras de heces mediante el sistema Parasep.

En este caso, se realizaron dos alicuotas del concentrado de cada muestra en
microtubos de 1,5 mL (Eppendorf, Hamburgo, Alemania). Una de ellas, de
aproximadamente 200 mg, se destind al analisis molecular y conservd, sin afiadir
ningln conservante, a -80 °C hasta su utilizacion. La parte restante del concentrado
se fijé con formalina al 10% (Sigma-Aldrich, Misuri, USA) manteniendo una relacién

de heces/formalina de 1:3 para fijarlas y conservarlas hasta su observacion al
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microscopio asegurando la adecuada preservacion de las posibles formas parasitas

presentes en la muestra.

2.3.2. Microscopia optica

El andlisis de muestras fecales mediante microscopia dptica es la técnica mas
utilizada para el diagndstico etioldgico de pardsitos en heces, permitiendo identificar
de forma rdpida, sencilla y econémica todos los pardsitos que puedan estar
presentes en dichas muestras. Sin embargo, la sensibilidad de del diagnodstico
coproldgico dependera del uso de métodos de concentracion, de la disposicion de
tiempo vy la disponibilidad de personal cualificado para la correcta visualizacion e
identificacion de las diferentes estructuras parasitarias (trofozoitos, quistes,
ooquistes, esporas, huevos, larvas y adultos) (Hooshyar et al., 2019). La mayoria de
las estructuras parasitarias presentes en heces son formas de resistencia de los
parasitos: quistes u ooquistes de protozoos, y huevos o larvas de helmintos. Sin
embargo, esta técnica también permite visualizar otras formas parasitarias como,
por ejemplo, los trofozoitos de Giardia intestinalis o Entamoeba histolytica/dispary

las diferentes formas de Blastocystis sp.

Para el diagndstico coproparasitolégico se empled un microscopio Nikon® ECLIPSE
E100-LED (Melville, USA) (Figura 24) con doble ocular de 10x aumentos y un revélver
de 4 objetivos de diferentes aumentos: 4x, 10x, 40x y 100x (objetivo de aceite de
inmersion), utilizando el objetivo de 4x para el enfoque de la muestra, el de 10x para
la busqueda rapida de huevos de helmintos, y el de 40x para la identificacién de las

formas protozoarias y helminticas.
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Figura 24. Microscopio 6ptico Nikon ECLIPSE E100-LED.

Fuente: www.microscope.healthcare.nikon.com/es_AMS/products/upright-
microscopes/eclipse-e100
La preparacion de la muestra fecal se realizé en un portaobjetos donde se colocd,
mediante una pipeta Pasteur de cristal una pequefia gota de la muestra fecal
conservada en formalina 10% correctamente homogeneizada mediante vortex para
asegurar la resuspension de las formas parasitas. A dicha gota se le afiadié otra gota
de solucidon salina esterilizada al 0,9% y se homogeneizd con ayuda de un
cubreobjetos, que posteriormente se posd con cuidado sobre la mezcla. Para
asegurar el correcto diagndstico, se visualizaron 4 gotas de cada muestra. De forma
complementaria, se tifid una de las gotas con solucién de Lugol para ayudar en la
identificacion de los quistes y trofozoitos de los unicelulares mediante el tamafio, la
morfologiay las caracteristicas de la cubierta exterior y del/los nucleo/s, y los huevos

de helminto mediante morfologia y tamafio.
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2.3.3. Andlisis parasitoldgico molecular

La coprologia parasitaria mediante microscopia dptica presenta ciertas limitaciones
para el diagndstico parasitario, entre ellas se requiere de personal cualificado,
presenta una baja sensibilidad dando lugar a elevadas tasas de falsos negativos y no
permite la caracterizacién morfoldgica de ciertas subespecies o genotipos/subtipos
(Dacal et al., 2020). Se suma a lo anteriormente expuesto el que con la cronificacion
de las parasitosis intestinales se controla la carga parasitaria y la emision de formas
de resistencia al exterior se torna intermitente (Trelis et al., 2019). Por todo ello,
como complemento a la microscopia se optd por implementar técnicas de analisis
molecular para el diagndstico de las especies pardsitas mas frecuentes, como Giardia

intestinalis y Blastocystis sp., y cuyo diagndstico conlleva inconvenientes.

2.3.3.1. Extraccion de DNA

La extraccion del DNA total del concentrado de heces destinado al andlisis molecular
se realizé mediante el Kit comercial “QlAamp FAST DNA STOOL MINI KIT” de QIAGEN
(Hilden, Alemania) siguiendo el protocolo manual indicado por el fabricante con

algunas modificaciones.

El procedimiento empleado es el siguiente: en primer lugar, se descongela la alicuota
de 200 mg del concentrado de heces conservada a -802C y se afiade 750 pL de
tampdén o buffer Inhibitex (elimina eficientemente los inhibidores de PCR
comunmente presentes en este tipo de muestras). Posteriormente, se homogeneiza

la mezcla durante 1 minuto mediante el agitador vortex.

El siguiente paso consiste en calentar las muestras a 95 °C, en agitacién (300 rpm),

durante 10 minutos mediante un sistema de calentamiento a temperatura
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controlada (ThermoMixer C, Eppendorf, Hamburgo, Alemania). Tras el
calentamiento se deja atemperar la muestra, se aplica de nuevo el vortex durante
15 segundos y se centrifuga a 13.000 rpm durante 3 minutos (MiniSpin, Eppendorf,
Hamburgo, Alemania). En este caso, se conserva el sobrenadante y se descarta el

precipitado.

En un nuevo microtubo se pipetea 15 ulL de Proteinasa K (enzima encargada de
romper/degradar proteinas) y se afiade 200 L del sobrenadante del paso anterior,
asegurando la homogeneizacion tras agitar con el vortex durante 15 segundos.
Seguidamente, se afiade 200 uL de buffer AL o tampon de lisis (rompe las

membranas plasmatica y nuclear), y se aplica 15 segundos de vortex.

Para continuar con la extraccion, se incuban las muestras a 55 °C durante 90 minutos
y agitacidn constante (300 rpm). Pasado este tiempo se aumenta la temperatura a
70 °C durante 10 minutos adicionales y, tras ello, se aplica un método adicional de
lisis por sonicado durante 30 minutos (Elmasonic S, Elma, Singen, Alemania). A
continuacion, se agregan 200 ulL de etanol absoluto para provocar la precipitacién

del DNA y se homogeneiza mediante vortex.

En una ultima fase de la extraccién y tras montar una columna QlAamp sobre un
tubo colector de 2 mL, se pasa 600 ulL del lisado anterior y se centrifuga (13.000 rpm;
3 minutos); se descarta el filtrado y se coloca la columna en un nuevo tubo colector.
Se aflade 500 uL de buffer AW1 o primer tampdn de lavado y se vuelve a centrifugar
(13.000 rpm; 1 minuto) descartando el filtrado y colocando la columna en otro tubo
de 2mL. Se afiade un segundo tampdn de lavado o buffer AW2 (500 puL) y se
centrifuga (13.000 rpm; 3 minutos) descartandose el filtrado y colocando la columna
en un nuevo tubo. Para el secado de la columna se aplica un ultimo centrifugado sin

la adicién de ningun reactivo (13.000 rpm; 3 minutos).
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Una vez seca la columna que retiene el DNA, se transfiere a un microtubo de 1,5 mL,
y se aflade 100 plL de buffer ATE o tampdn de elucion directamente sobre la
membrana de la columna. Tras una incubacién a temperatura ambiente durante 5
minutos se centrifuga durante 1 minuto para conseguir la total elucion del DNA. Los
microtubos con el DNA total extraido de cada muestra se conservaran a -20 °C hasta

su uso para el analisis molecular.

2.3.3.2. Reaccién en Cadena de la Polimerasa a Tiempo Real

2.3.3.2.1. Deteccion molecular de G. intestinalis

El diagndstico molecular de G. intestinalis se realizd mediante Reaccién en Cadena
de la Polimerasa cuantitativa a tiempo real (gPCR), método elegido debido a su

elevada sensibilidad, sencillo manejo y rapidez (Dacal et al., 2020).

El marcador génico que se utilizd para la deteccién de Giardia fue un fragmento
especifico de 62 pb (pares de bases) del gen que codifica el acido ribonucleico
ribosémico de la Subunidad Pequefia Ribosomal 18S (SSU rRNA, por sus siglas en
inglés). Se eligié este gen debido a que el genoma presenta multiples copias lo que
favorece la amplificaciéon durante el analisis y aumenta la sensibilidad de la técnica

diagnéstica (Verweij et al., 2003; Azcona-Gutiérrez et al., 2017; Reh et al., 2019).

La preparaciéon de la mezcla de reaccién o Master mix se llevd a cabo en placas de
reaccion dptica de 96 pocillos MicroAmptrade (Applied Biosystems). En la Tabla 7 se
muestran los reactivos y volUmenes necesarios para la preparacion de cada reaccion
con un volumen final de 20 pL. En cada placa de gPCR se incluyd, ademads de las
muestras, un control negativo (agua grado-PCR) y un control positivo (DNA control

de G. intestinalis).
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Tabla 7. Reactivos y cantidades empleadas en la qPCR de G. intestinalis

REACTIVOS REACCION 1x
DNA de la muestra o molde 5uL

Cebadores + Sonda de hidrdlisis marcadas con

FAM (LightMix Modular Giardia) 0,5kt
Master mix PerfeCTa qPCR ToughMix? 10 pL
Agua ultrapura (grado-PCR) 4,5 L
VOLUMEN TOTAL 20 pL

1TIB Molbiol (Berlin, Alemania); 2 Quantabio (Beverly, USA)

Previa a la preparacién de la mezcla de reaccién se requirié la reconstitucién del
reactivo liofilizado LightMix Modular Giardia (cebadores y sonda de hidrélisis
especificos). Se reconstituyé mediante la adicion de 50 L de agua grado-PCR, una
agitacion con vortex vy, finalmente, un centrifugado rdpido o spin down. Una vez
reconstituido debe conservarse en total oscuridad para asegurar la funcionalidad de

la sonda de hidrdlisis en las préximas gPCR.

Los cebadores o primers especificos de G. intestinalis son secuencias cortas de
oligonucledtidos complementarios a las cadenas del fragmento de DNA diana
escogido, siendo el cebador Forward (F) el que se une a la cadena molde y el cebador
Reverse (R) a la cadena complementaria actuando como sefializadores de la zona
concreta del DNA total que la enzima DNA Taqg polimerasa debe amplificar (Figura

25).
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DNA molde

Unién de cebadores
al DNA molde

L

Extension de los EEEEEREENENRENEE
cebadores por la Taq
Polimerasa

Figura 25. Esquema del fundamento de la PCR.

Fuente: adaptado de: https://es.khanacademy.org/science/biology/biotech-
dna-technology/dna-sequencing-pcr-electrophoresis/a/polymerase-chain-
reaction-pcr.

Por otra parte, la mezcla de reaccién o Master mix es el reactivo encargado de
aportar el enzima encargado de la amplificacion, la DNA polimerasa termoestable
(AccuStart Il Tag DNA Polymerase (Quantabio Beverly, USA)) encargada de realizar
las copias del DNA molde y aportar el medio de reaccion idéneo (MgCl,,

desoxirribonucledtidos o dNTPs, tampones de pH, neutralizadores de inhibidores,

etc.).

Las reacciones se realizaron en el termociclador para gPCR StepOnePlus Real-Time
PCR System (Applied Biosystems, USA) vinculado al software StepOne versién 2.3,
siguiendo el protocolo indicado por el fabricante y que se describe a continuacion

(Figura 26):
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Pre-PCR Read (Holding Stage) Holding Stage Cycling Stage Post-PCR Read (Holding Stage)|
Mumber of Cycles.
Enable AutoDelta
Starting Cycle:
100 —|
950°C 950 °C
10:00 100%  oo1s \
78— 00% 100%
G0.0°C 60.0°C 60.0°C
00:30 01:00 100%  00:30
= =
00%
25 —|
0 —|
Step 1 Step 1 Step 1 Step 2 Step 1

Figura 26. Ciclos y condiciones del Sistema StepOnePlus para deteccién de G.
intestinalis mediante qPCR.

- Paso previo de 30 segundos a 60 °C (calentamiento).

- Paso inicial de 10 minutos a 95 °C (desnaturalizacion de la doble hélice del
DNA vy activacion de la DNA polimerasa).

- 45 ciclos de amplificacion: 15 segundos a 95 °C (desnaturalizacion) y 1
minuto a 60 °C (hibridacion o unién de los cebadores al DNA molde y
elongacién o amplificacién del DNA por la Tag polimerasa haciendo uso de

los dNTPs del medio) (Figura 27).

Paso final de 30 segundos a 60 °C (elongacién final).
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Figura 27. Sintesis de DNA en cada ciclo de amplificacion de la PCR.

Fuente: adaptado de: https://es.khanacademy.org/science/biology/biotech-
dna-technology/dna-sequencing-pcr-electrophoresis/a/polymerase-chain-
reaction-pcr
El DNA diana amplificado en cada ciclo se detecta midiendo la fluorescencia emitida
por la sonda de hidrdlisis TagMan marcada con el fluoréforo FAM (530) en el

extremo 5’, cuando al hibridar la sonda con el DNA formado se libera del inhibidor

de fluorescencia o quencher TAMRA que marcaba el extremo 3’ de dicha sonda.

Al finalizar la reaccién, el programa informatico StepOne v2.3. proporciond una
representacion grafica de la amplificacién del fragmento diana en cada muestra,
revelando la presencia del DNA del pardsito cuando la fluorescencia detectada
supera el umbral de positividad o threshold, calculado automaticamente a partir de
los controles. Ademas, el software permite cuantificar de forma relativa el DNA
amplificado (ARn) en funcién de los valores de Ct (Ciclo umbral o Threshold cycle),
siendo el Ct la interseccidn entre la curva de amplificacion de cada muestra de DNA
y lalinea umbral o threshold (Figura 28). Se consideraron positivas aquellas muestras
con un valor de Ct inferior o igual a 43, tal como indica el fabricante, siendo éptimos

los valores de Ct entre 20y 35.
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Figura 28. Gréfica de amplificacion (ARn vs. ciclo) mostrando la deteccién de
G. intestinalis en la qPCR.

2.3.3.3. Reaccién en Cadena de la Polimerasa de punto final o
convencional

La Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) de punto final o convencional difiere
de la gPCR en que la deteccion del fragmento diana amplificado se realiza tras la
finalizacion de la reaccion mediante electroforesis en gel de agarosa (apartado

2.3.3.4.), no mediante la lectura de fluorescencia a tiempo real.

2.3.3.3.1. Caracterizacion molecular de G. intestinalis

Las muestras de DNA que fueron positivas para G. intestinalis mediante la qPCR se
analizaron posteriormente mediante PCR convencional utilizando los dos
marcadores moleculares que mas frecuentemente se emplean en los estudios de
caracterizacion molecular para el genotipado y subgenotipado de Giardia. Los genes

diana para el estudio molecular fueron:

125



Material y Métodos

a) Glutamato deshidrogenasa (gdh):

El gen que codifica la glutamato deshidrogenasa (gdh) es uno de los marcadores
genéticos mas populares y Utiles para el anélisis genotipico de G. intestinalis. La gdh
es un enzima con actividad oxidorreductasa que participa en el metabolismo de los
aminoacidos celulares. Segun los datos genéticos del gen de la gdh, existe un nivel
sustancial de diversidad genética en esta especie a este nivel lo que permite

diferenciar los distintos genotipos de la especie.

La amplificacion de un fragmento de 432 pb del gen gdh (Tabla 8) se realizd
mediante una PCR semianidada desarrollada por Read y colaboradores (2004) con
minimas modificaciones. Se empled dicha PCR debido su buen rendimiento en
multiples estudios en cuanto a sensibilidad y amplificacion (Read et al., 2004;

Azcona-Gutiérrez et al., 2017; Reh et al., 2019).

Tabla 8. Secuencia completa del gen gdh de G. intestinalis

CAGTACAACTCTGCTCTCGGCCCCTACAAGGGTGGCCTCCGCTTCCACCCCTCTGTCAATCTTT
CGATTCTCAAGTTCCTCGGTTTCGAGCAGATCCTGAAGAACTCCCTCACCACGCTCCCGATGG
GCGGCGGCAAGGGCGGCTCCGACTTTGACCCAAAGGGCAAGTCCGACAACGAGGTCATGCG
CTTCTGCCAGTCCTTCATGACCGAGCTCCAGAGGCACGTCGGCGCCGACACTGACGTTCCTGC
CGGCGACATCGGCGTCGGCGCCCGCGAGATCGGGTACCTGTACGGACAGTACAAGCGCCTG
AGGAACGAGTTCACAGGCGTCCTCACAGGCAAGAACGTCAAGTGGGGCGGGTCCTTCATCA
GGCCGGAGGCTACGGGCTATGGCGCTGTCTACTTCCTGGAGGAGATGTGCAAGGACAAC

La PCR semianidada consiste en realizar dos PCR convencionales consecutivas,
cambiando o combinando los cebadores en cada una de ellas. En este caso, se utilizd
el mismo cebador Reverse (R) en ambas PCR, y se modifico el cebador Forward (F),
utilizando un F. externo en la primera PCR (directa), y un F. interno en la segunda
PCR (semianidada). Ademas, en la PCR semianidada se utiliza como DNA molde el

producto amplificado (amplicon) de la primera PCR directa.
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En la Tabla 9 se muestran las secuencias de los cebadores (Invitrogen, California,

USA) utilizados en cada paso, disefiados por Read y colaboradores (2004) con bases

degeneradas para permitir la amplificacion de todos los genotipos del parasito.

Tabla 9. Cebadores especificos para el gen gdh de G. intestinalis (Read et al., 2004)

PCR CEBADOR SECUENCIA
F externo — GDHeF 5'-TCAACGTYAAYCGYGGYTTCCGT-3’
PR 1 R —GDHIR 5'—GTTRTCCTTGCACATCTCC-3’
F interno — GDHiF 5'—CAGTACAACTCYGCTCTCGG-3’
PCR2 R—GDHIR 5'—~GTTRTCCTTGCACATCTCC-3’

La mezcla de reaccién se prepard en microtubos estériles de 1,5 mL (Eppendorf,

Hamburgo, Alemania). En la Tabla 10 se pueden consultar los reactivos y volumenes

utilizados para cada reacciéon, en ambas para un volumen final de 25 uL. En cada PCR

se incluyd, ademas de las muestras, un control negativo (agua grado-PCR) y un

control positivo (DNA control de G. intestinalis).

Tabla 10. Mezcla de reaccidn para la PCR semianidada del gen gdh de G. intestinalis

(Read et al., 2004)

MIX PCR DIRECTA 1x MIX PCR SEMIANIDADA
DNA molde 5uL Amplicdn de la PCR DIRECTA
5x MyTaq reaction Buffer?! 5ulL 5x MyTaq reaction Buffer!
10 uM GDHe_F (500 nM)? 1,25uL | 10 uM GDHi_F (500 nM)?
10 uM GDHi_R (500 nM)? 1,25puL | 10 uM GDHi_R (500 nM)?
MyTagq (5U/ul) (2,5 U)? 0,5uL  MyTag® (5U/ul) (2,5 U)?
dNTPs Mix (10mM)3 0,5uL  dNTPs Mix (10mM)3

Agua ultrapura (grado-PCR) 11,5uL | Agua ultrapura (grado-PCR)
VOLUMEN TOTAL 25 uL VOLUMEN TOTAL

Bioline (Luckenwalde, Alemania), >Invitrogen (California, USA).
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Para la preparacion de la mezcla de reaccidn, ya sea directa, anidada o semianidada,
debe tenerse en cuenta que la DNA Polimerasa, en este caso MyTaqg (Bioline,
Luckenwalde, Alemania), debe conservarse a -20 °C hasta el momento del uso, y
guardar rdpidamente para que mantenga su funcion. En este caso, la solucién
tampon especifica para el enzima empleado, MyTaq reaction Buffer (Bioline,
Luckenwalde, Alemania), es el encargado de proporcionar el medio adecuado para
que se produzca la reaccion (5 mM dNTPs, 15 mM MgCl,, estabilizadores y

potenciadores, etc.).

El protocolo de amplificacién se realizd con el termociclador C1000 Touch Thermal
Cycler (Bio-Rad, California, USA) con las mismas condiciones de reaccion para ambas

PCR, tal como se indica en la Tabla 11.

Tabla 11. Condiciones de PCR para amplificacién del gen gdh (Read et al., 2004)

TEMPERATURA (T3) TIEMPO

95 °C 3 min

95 °C 30s @

55 °C 30s 3
. LN

72 °C 1 min 2]

72 °C 7 min

4°C oo

b) 6-Giardina (bg):

En el caso del gen de la 8-giardina (bg), proteina estructural de membrana especifica
del parasito, se amplificd una secuencia parcial de 511 pb mediante una PCR anidada
desarrollada por Caccio (2002) y Lalle (2005) y colaboradores con minimas

modificaciones.

La PCR anidada es similar a la PCR semianidada descrita anteriormente, pero utiliza

dos parejas de cebadores diferentes en cada PCR, en este caso, en la primera PCR o
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directa se utilizan dos cebadores externos Forward (G7_F) y Reverse (G759 _R) que
amplifican un fragmento de 753 pb, y en la segunda PCR o anidada, se utilizan dos
cebadores internos Forward (G99 _F) y Reverse (G609 _R), junto con el producto de
la PCR anterior como DNA molde, para obtener finalmente el fragmento diana de

511 pb. EnlaTabla 12 se pueden observar las secuencias de los cebadores utilizados.

Tabla 12. Cebadores especificos para el gen bg de G. intestinalis (Caccio et al., 2002;
Lalle et al., 2005)

PCR CEBADOR SECUENCIA
F externo — G7_F 5'-AAGCCCGACGACCTCACCCGCAGTGC-3’
PRI R externo — G759_R 5'-GAGGCCGCCCTGGATCTTCGAGACGAC-3’
Finterno —G99_F 5'-GAACGAACGAGATCGAGGTCCG-3’
PeR2 R interno — G609_R 5 —CTCGACGAGCTTCGTGTT-3

La mezcla de reaccién se prepard de forma similar a la del gen anterior gdh. En la
Tabla 13 se muestran los reactivos y volUmenes que se utilizaron en ambas PCR hasta
conseguir el volumen final de 25 plL para cada muestra. En ambas PCR se incluyd un

control negativo (agua grado-PCR) y un control positivo (DNA control).

Tabla 13. Mix de reaccidn para la PCR anidada del gen bg de G. intestinalis

MIX PCR DIRECTA 1x MIX PCR ANIDADA 1x
DNA molde 5uL | Amplicon de la PCR DIRECTA 3uL
5x MyTaq reaction Buffer! 5uL | 5x MyTaq reaction Buffer? 5ulL
10 UM G7_F (200 nM)? 1ul | 10 uM G99_F (200 nM)? 1L
10 uM G759_R (200 nM)? 1uL | 10 uM G609_R (200 nM)? 1puL
MyTaqg® (5 U/ul) (2,5U) 0,5ul  MyTag® (5 U/ul) (2,5U) 0,5 ulL
dNTPs Mix (10 mM)3 0,5uL  dNTPs Mix (10 mM)3 0,5 ulL
Agua ultrapura (grado-PCR) 12 uL | Agua ultrapura (grado-PCR) 14 uL
VOLUMEN TOTAL 25uL  VOLUMEN TOTAL 25 ulL

Bioline (Luckenwalde, Alemania), >3Invitrogen™ (California, USA).
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El protocolo de amplificacién se realizdé en el termociclador C1000 Touch Thermal
Cycler (Bio-Rad®, California, USA) con condiciones especificas diferentes para la PCR

directay la PCR anidada como se muestra en la Tabla 14.

Tabla 14. Condiciones de PCR para amplificacién del gen bg (Caccio et al., 2002; Lalle et
al., 2005)

PCR DIRECTA PCR ANIDADA
TEMPERATURA (T2) TIEMPO TEMPERATURA (T2) TIEMPO

95 °C 7 min 95 °C 7 min

95 °C 30s ” 95 °C 30s ”
Kol kel

65 °C 30s S 55 °C 30s S
wn wn

72 °C 1 min ™ 72 °C 1 min ™

72 °C 7 min 72 °C 7 min

4°C oo 4°C oo

Los productos de amplificacion o amplicones obtenidos al finalizar las PCR de ambos

genes se conservaron a 4 °C hasta su utilizacién.

2.3.3.3.1. Caracterizacion molecular de Blastocystis sp.

La deteccion de Blastocystis sp. se llevd a cabo mediante una PCR directa para la
amplificacion de un fragmento diana de 600 pb del gen SSU rRNA, una region muy
conservada en el genoma de los diferentes subtipos del pardsito que permite la

diferenciacion del resto de organismos del sistema intestinal (Scicluna et al., 2006).

El protocolo que se siguid fue desarrollado por Scicluna y colaboradores (2006), al
igual que los cebadores especificos utilizados (RD5 y BhRDr), cuya secuencia se

muestra en la Tabla 15.
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Tabla 15. Cebadores especificos para el gen SSU rRNA de
Blastocystis sp. (Scicluna et al., 2006)

CEBADOR SECUENCIA
Forward — RD5 5 -ATCTGGTTGATCCTGCCAGT-3’
Reverse — BhRDr 5'—-GAGCTTTTTAACTGCAACAACG-3’

La reaccion se realizd en un volumen total de 25 uL, conteniendo las cantidades
indicadas de los reactivos detallados en la Tabla 16. En cada reaccion se incluyd un
control negativo (agua grado-PCR) y un control positivo (DNA control de
Blastocystis).

Tabla 16. Mezcla de reaccion para la PCR de Blastocystis sp.
(Scicluna et al., 2006)

REACTIVOS REACCION 1x

DNA molde 5 uL

5x MyTaq reaction Buffer! 5 uL

10 uM RD5 (500 nM)? 1,25 uL
10 uM BhRDr (500 nM)? 1,25 L
MyTaq (5 U/ul) (2,5U)? 0,5 uL
dNTPs Mix (10 mM)3 0,5 uL
Agua ultrapura (grado-PCR) 11,5 uL
VOLUMEN TOTAL 25 pL

!Bioline (Luckenwalde, Alemania), >?Invitrogen (California, USA).

El termociclador utilizado para la realizacién del protocolo de amplificacion se fue el
C1000 Touch Thermal Cycler (Bio-Rad, California, USA) con las condiciones de

reaccion que se muestras en la Tabla 17.

Los productos de amplificacion o amplicones obtenidos al finalizar las PCR de ambos

genes se conservaron a 4 °C hasta su utilizacién.
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Tabla 17. Condiciones de PCR para amplificacién del gen
SSU de Blastocystis (Scicluna et al., 2006)

TEMPERATURA (T2) TIEMPO

95 °C 3 min

94 °C 1 min n
Ke)

59 °C 1 min 3
[Fp)

72 °C 1 min ™

72 °C 2 min

4°C oo

2.3.3.4. Electroforesis en gel de agarosa

Los productos obtenidos en las PCR de punto final de G. intestinalis y Blastocystis sp.
se sometieron a una electroforesis en gel de agarosa para valorar visualmente si la
amplificaciéon de las muestras se habia llevado a cabo siguiendo la metodologia

modificada de Sambrook y colaboradores (1989).

La electroforesis permite separar los fragmentos de DNA amplificados en el gel de
agarosa al 2% en funcion del tamafio y de la carga de cada uno de ellos mediante la

aplicacion de una corriente eléctrica determinada.

La preparacién del gel de agarosa al 2% con un volumen final de 100 mL se realizé
disolviendo mediante calor 2 g de agarosa en polvo Certified Genetic Quality Tested
(GQT) DNA Grade Agarose (Bio-Rad, California, USA) en 100 mL de solucion tampon
TAE (1x) (50x TAE Buffer (Tris-acetato-EDTA) (Thermo Fisher Scientific,
Massachusetts, USA)), tras esperar a que la mezcla quede tibia, se afladieron 5 plL de
SafeView (NBS Biologicals, Huntingdon, UK), pigmento libre de bromuro de etidio
gue se intercala entre las bases del DNA durante la técnica y genera fluorescencia

en presencia de luz ultravioleta (UV). Finalmente, se dejé solidificar en el sistema
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Mini-Sub Cell GT (Bio-Rad, California, USA) compuesto de moldes y peines que daran

forma al gel y a los pocillos que posteriormente albergaran las muestras.

La técnica se realizé en una cubeta de electroforesis para DNA Mini-sub Cell GT Cell
(Bio-Rad, California, USA) (Figura 29) conectada a una fuente PowerPac Basic Power
Supply (Bio-Rad, California, USA) encargada de generar la corriente continua. El gel
de agarosa solidificado debe sumergirse totalmente en la cubeta con la solucién
tampdn TAE (1x) conductora, de tal forma que, al aplicar una corriente de 60 voltios
durante 30 minutos, las muestras se desplacen o corran desde el cdtodo (carga
negativa) hacia el anodo (carga positiva) permitiendo que los fragmentos de DNA de
los amplicones, que presentan carga negativa, se desplacen por el gel a diferentes
velocidades segln el tamafio o pares de bases, separandolos, ya que los mas

pequefios se desplazardn a mayor velocidad sobre el gel que los mas grandes.

Figura 29. Cubeta de electroforesis para muestras de DNA para 30 muestras
de Bio-Rad (California, USA).

Fuente: www.bio-rad.com/es-es/product/mini-sub-cell-gt-cell?ID=85b69e1d-
8ee0-4184-96bc-cd47e87d42f6

La carga de las muestras y controles sobre los pocillos del gel se realizé de forma
cuidadosa mezclando 5 uL del producto de PCR con una gota de 2 uL de tampdn de
carga (6x) (6x DNA Loading Dye, Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, USA). El

primer pocillo de cada fila del gel siempre se reserva para 2 pL del marcador de peso
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molecular (GeneRuler 100 bp DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts,

USA)), que esta compuesto por fragmentos de DNA de tamafio conocido (Figura 30).

1000
< 900

_ ?88 Pares de bases que

— 600 corresponden al
— 500 —” tamafio del
— 400 fragmento de DNA

— 300
— 200

Marcador de peso
molecular  visualizado
como bandas en el gel de
agarosa

— 100

Figura 30. Marcador de peso molecular o escala estdndar, GeneRuler 100bp
DNA Ladder de Thermo Fisher Scientific (Massachusetts, USA).

Fuente: www.thermofisher.com/document-connect/document-
connect.html?url=https%3A%2F%2Fassets.thermofisher.com%2FTFS-
Assets%2FLSG%2Fmanuals%2FMAN0012997_GeneRuler_100bp_DNALadder_
RTU_50ug_UG.pdf&title=VXNIciBHdWIkZTogR2VuzZVJ1bGVyIDEwMCBIicCBETk
EgTGFkZGVyLCBSZWFkeS10by1Vc2U=
Transcurrido el tiempo necesario se aplicé luz ultravioleta al gel para su valoracion
mediante la visualizacién en un transiluminador UV/luz blanca (Herolab, Wiesloch,
Alemania), el cual nos permite observar mediante fluorescencia los diferentes

fragmentos de DNA amplificados, gracias al SafeView, mostrando “bandas” de

diferente tamafio y altura (Figura 31).
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Figura 31. Visualizacién de un gel de agarosa tras electroforesis mediante un
transiluminador UV/Luz blanca.
La comparacion de las bandas con la escala estandar proporcionada por el marcador
de peso molecular, dispuesto en el primer pocillo, permite determinar el tamafio

aproximado de cada fragmento de DNA obtenido.

El grosor de las bandas proporciona una idea aproximada de la cantidad de
fragmentos de DNA del mismo tamafio que se han desplazado juntos hasta la misma
posicion; grupos de fragmentos muy pequefios podrian no ser visibles mediante esta

técnica, requiriendo técnicas mas sensibles como la gPCR para poder ser detectados.

La interpretacion de los resultados se realizd mediante la comparacion de las bandas
de cada muestra con la banda del control positivo, tras comprobar el tamafio

correcto del fragmento con el marcador de peso molecular.

2.3.3.5. Secuenciacién de Sanger

Los amplicones de tamafio esperado obtenidas en las PCR de punto final se enviaron
de forma sistematica al Laboratorio de Referencia e Investigacién en Parasitologia
del Centro Nacional de Microbiologia, Instituto de Salud Carlos I, en Majadahonda
(Madrid) para su secuenciaciéon con la colaboracién del equipo de investigacion del
Dr. Carmena. Asimismo, se colabord con el analisis de parte de las muestras del
estudio, realizando una estancia en dicho centro de investigacion, en la que se

profundizd en las técnicas de deteccidn, secuenciacion y caracterizacion molecular
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de los protozoos entéricos de relevancia en salud publica, algunos de ellos
estudiados en la presente tesis doctoral: G. intestinalis, Cryptosporidium spp. y

Blastocystis sp.

La secuenciacion de Sanger o determinacion de la secuencia de nucleétidos de cada
amplicén, se realizé de forma directa en ambas direcciones utilizando los cebadores
internos para cada gen mediante electroforesis capilar utilizando el BigDye
Terminator (Applied Biosystems, California, USA) en el secuenciador de DNA
automatizado ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer (Thermo Fisher Scientific,
Massachusetts, USA) para confirmar la presencia y caracterizar las especies de G.

intestinalis y Blastocystis sp.

Este método fue desarrollado por Frederick Sanger en 1977 (Sanger et al., 1977,
Garcia-Sancho, 2010), el cual consiste en la amplificacion de multiples copias del gen
diana mediante el DNA molde (amplicdn), los cebadores internos de cada parasito,
la DNA polimerasa, los nucledétidos (dNTP) y didesoxinucledtidos (ddNTP) marcados
con diferentes fluoréforos dependiendo de la base. Estos ddNTP son analogos de los
dNTP que carecen del grupo hidroxilo en la posicion 3’, imprescindible para la
formacién del enlace fosfodiéster con el siguiente nucledtido durante la
amplificaciéon por la DNA polimerasa, por lo que actlian como terminadores de
cadena. Al finalizar la reaccién, cada muestra contiene fragmentos de diferentes
tamafios que terminan en cada una de las posiciones de los nucledtidos del DNA
molde. En el extremo de cada fragmento se encuentra el fluoréforo especifico del
ddNTP final que se detectara mediante electroforesis capilar en gel (Figura 32)
separandolos por tamafio, detectandose en primer lugar los fragmentos mas
pequefios que se desplazan mas rapido por el gely, posteriormente, los mas grandes

y lentos. El detector laser es el encargado de registrar los diferentes picos de
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fluorescencia de cada ddNTP generando el cromatograma (Sanger et al., 1977; Avila

et al., 1995; Garcia-Sancho, 2010).

1 Reactlon mixture s,
* Primer and DNA template = DMNA polymerase -
* ddNTFs with flourechremes » dNTPe (dATP, dCTP, dGTP, and dTTP) !
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Figura 32. Fundamento de la secuenciacién de Sanger y obtencién de
resultados.

Fuente: https://commons.wikimedia.org/wiki/File:Sanger-
sequencing.svgttfilelinks
Los cromatogramas de las secuencias Forward y Reverse obtenidas de cada
amplicdn se analizaron con el software libre Chromas 2.6.6. (Technelysuum Pty Ltd)
(Figura 33) y se alinearon con el software gratuito MEGA-X v10.0.5 (Molecular
Evolutionary Genetics Analysis) (Figura 34) para la obtencion de la secuencia

consenso de cada muestra (Kumar et al., 2018).
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Figura 33. Cromatograma de las secuencias Forward (arriba) y Reverse (bajo)
de una muestra de Blastocystis sp. obtenida mediante Chromas 2.6.6.

cc CTACCACATCC CABC cBc
cc CTACCACATCC CABC cec
Figura 34. Alineacién de las secuencias anteriores en el software MEGA-X
para la obtencién de la secuencia consenso.
En aquellas secuencias en las que no se obtuvo consenso solamente se utilizé la

secuencia obtenida del cromatograma limpio, ya sea Forward o Reverse, para la

identificacion y caracterizaciéon del parasito.

2.3.3.5.1. Identificacion y caracterizacion de G. intestinalis

La caracterizacion molecular empleando las secuencias de varios genes (Azcona-
Gutiérrez et al.,, 2017), como gdh y bg, para el andlisis de los genotipos y
subgenotipos de G. intestinalis se denomina genotipado multilocus (MLG o MLST,
por sus siglas en inglés (Multilocus Sequence Typing)). En este caso, ambos genes
presentan una Unica copia y una elevada variabilidad en la secuencia de nucledtidos

gue permitira la diferenciacién entre los genotipos y subgenotipos del pardsito, sin
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embargo, esto reduce la sensibilidad de la PCR convencional, siendo imposible en
ocasiones la amplificacion de muestras que resultaron positivas por qPCR (Dacal et

al., 2020).

Las secuencias consenso obtenidas mediante Sanger, se analizaron mediante la
herramienta bdsica de busqueda de alineacidn local, BLAST (Basic Local Alignment
Search Tool) de acceso online (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/) que permite la
identificacion del parasito mediante la comparacién de la secuencia de nucledtidos
obtenida con las secuencias depositadas en la base de datos publica del NCBI. La
identificacion de los diferentes genotipos y subgenotipos se realizé mediante un
andlisis multiple de comparacién de la secuencia consenso con secuencias de
referencia (Tabla 18) haciendo uso del software MEGA-X v10.0.5. Ademas, esté

software permitio identificar las multiples sustituciones o SNPs (Kumar et al., 2018).

Tabla 18. Secuencias de referencia obtenidas en BLAST utilizadas para el
genotipado y subgenctipado de G. intestinalis
REFERENCIA
GeneBank
| L40509
A Il L40510
gdh 1l EU637582
1l AF069059
v L40508
| AY655702.1
A Il AY072723.1
[ AY072724.1
= AY072727.1
B [l AYQ72726
IV AYQ72725

GEN GENOTIPO SUBGENOTIPO

bg

2.3.3.5.1. Identificacién y caracterizacion de Blastocystis sp.

El subtipado de Blastocystis sp. se realizé mediante la secuenciacién del gen SSU

rRNA (18S), considerado actualmente el marcador genético mejor representado en
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las bases de datos de secuencias de caracter publico. La secuenciacién de este gen
permite identificar los diferentes subtipos y alelos del parasito (Scicluna et al., 2006),
para ello las secuencias consenso obtenidas en la secuenciacion se analizaron
mediante la herramienta de acceso online libre Blastocystis (18S) Sequence Typing
(http://pubmlst.org/Blastocystis/) ubicada en la Universidad de Oxford, desarrollada

por Rune Stensvold y Graham Clark, financiada por Wellcome Trust.

2.4. Andlisis inmunoldgico de muestras de saliva

Considerando la posibilidad de que existan pacientes con giardiosis cronica en los
gue la eliminacién de quistes en heces sea extremadamente baja e intermitente, se
planted el empleo de diferentes métodos diagndsticos para aumentar la sensibilidad
del analisis. Por este motivo, los métodos parasitolégicos, microscépicos vy
moleculares, realizados en heces se combinaron con métodos inmunoldgicos de
busqueda de anticuerpos haciendo uso de muestras de saliva. Se ha demostrado que
G. intestinalis es capaz de estimular tanto la respuesta inmunolégica mediada por
células (Linfocitos T), como la humoral, por la generacién de anticuerpos especificos
frente al parasito, los cuales estaran representados bajo el isotipo IgA en la saliva de
los afectados y serdn producidos por los Linfocitos B (Hooshyar et al., 2019; Trelis et

al., 2019).

2.4.1. Deteccion de anticuerpos IgA secretores anti-
G. intestinalis mediante ELISA indirecto

Multiples estudios han detectado la presencia de la inmunoglobulina IgA secretora
(IgAs) en muestras de saliva de pacientes con una infeccidn activa por el parasito y

como éstos reconocian ciertos antigenos nativos especificos de G. intestinalis
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(Rosales-Borjas et al., 1998; Hasan et al., 2002; Rodriguez et al., 2004; Shatla et al.,
2004; Hassan et al., 2005; El-Gebaly et al., 2012; Trelis et al., 2019). En el estudio
llevado a cabo por El-Gebaly y colaboradores (2012), se observd como dichos
anticuerpos eran significativamente mas elevados en pacientes con giardiosis activa
y cémo, tras la erradicacidon, desaparecian en un periodo de corta duracién. La
deteccién de la IgAs anti-Giardia en saliva, muestra de facil acceso y poco invasiva,
es un marcador muy Util de la infeccién activa por este parasito, facilitando el
diagnodstico para aquellos casos en los que el diagndstico coproparasitolégico resulte

ineficaz.

La deteccion en saliva de anticuerpos IgAs especificos de G. intestinalis se realizd
mediante un ensayo indirecto de inmunoabsorcién ligado a enzimas, denominado
ELISA indirecto (Indirect Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) que se agrupa
dentro de los conocidos enzimoinmunoensayos. El ELISA indirecto es una técnica
inmunoldgica de elevada sensibilidad en la que se emplean anticuerpos especificos
marcados de forma covalente con una enzima que permiten la deteccién de
pequefias cantidades del complejo antigeno-anticuerpo que se desea determinar

(Madigan et al., 2009).

En este caso se empled el protocolo de ELISA indirecto “in-house” desarrollado por
Trelis y colaboradores (2019) para la deteccidon de anticuerpos IgAs salivales
especificos de G. intestinalis. Este protocolo esta basado en los estudios previos de
Rodriguez (2004) y El-Gebaly (2012) vy colaboradores, utilizando como antigeno el
extracto proteico total de trofozoitos del pardsito obtenidos en cultivo axénico in
vitro de tres cepas certificadas de la Coleccién Americana de Cultivos Tipo (ATCC:
American Type Culture Collection) (ATCC 30888, ATCC 30957 y ATCC50137), cedidas

por el Dr. Osuna del Instituto de Biotecnologia de la Universidad de Granada.
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Antes de la realizacién del ELISA, se requirid de la preparacion del antigeno o
extracto proteico total a partir de los trofozoitos. En primer lugar, se realizd una
centrifugacion de los trofozoitos a 2.000 rpm durante 5 minutos para forzar su
precipitacion. Tras retirar el sobrenadante, se afiadid y mezcld el precipitado con
200 pL del cocktail de inhibidor de proteasas comercial (cOmplete, Mini, EDTA-free
Protease Inhibitor Cocktail Tablets, Roche, Basilea, Suiza) al 1x en tampdn fosfato
salino (PBS; pH 7,4). Posteriormente se sometié a la mezcla a un proceso de sonicado
(Microson Ultrasonic Cell Disruptor XL, Misonix, Nueva York, USA): 10 ciclos de 10
segundos con un periodo de enfriamiento en hielo de 1 minuto entre ciclos. Tras
este proceso se realizé un centrifugado de 10 minutos a 10.000 rpm y se recupero
el sobrenadante o extracto total de proteinas solubles del pardsito, conservandolo a

-20 °C hasta su uso.

La cuantificacion de la proteina soluble total del extracto se realizé mediante el
ensayo colorimétrico Protein Assay (Bio-Rad, California, USA) basado en el método
de Bradford (Bradford, 1976), que consiste en afiadir al extracto proteico el
colorante Azul de Coomasie Brillante G-250 que se unird a las proteinas dando lugar
a un cambio de coloracion y de absorcién de 465 a 595 nm dependiendo de la
concentracion proteica que haya en la muestra. Para ello, se mezclé 10 uL del
extracto de G. intestinalis con 200 pL del reactivo Bradford (1:5 = 1mL de reactivo
Protein Assay + 4 mL de agua destilada) (Bio-Rad, California, USA) en una placa
multipocillo y se determind la absorbancia en el lector iMark Microplate Absorbance
Reader (Bio-Rad, California, USA) a 595 nm mediante el software asociado
Microplate Manager v5.0 (Bio-Rad, California, USA). La concentracién proteica de
cada extracto (pg/uL) se obtuvo a partir de una recta patrén realizada con diluciones
de concentracion progresiva de albimina de suero bovino o BSA (Sigma-Aldrich,

Misuri, USA), desde 0,1 a 10 mg/mL.
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Conocida la concentracidon del extracto de proteinas se procedid al tapizado de |a
placa multipocillo de poliestireno y 96 pocillos con fondo plano (Thermo Fisher
Scientific, Massachusetts, USA). La solucién de tapizado estuvo compuesta por el
extracto proteico diluido en Coating buffer o solucion tampdn de carbonato-

bicarbonato (0,05M; pH 9,6) para tapizar con 10 pg de antigeno por pocillo.

A cada pocillo se le afiadieron 100 uL de la solucién de tapizado y se incubd a 4°C
overnight (durante la noche). A la mafiana siguiente se realizé un lavado de la placa
con el tampon de lavado PBS-Tween (PBS-T = 500mL de PBS (tampdn fosfato salino)
+ 250 pL de Tween 20 (Sigma-Aldrich, Misuri, USA)) al 0,05%, para retirar el exceso

de antigeno.

Tras el lavado, se “bloqued” la placa con BSA (Sigma-Aldrich, Misuri, USA) diluido al
0,5% en PBS durante 60 minutos a 37 °C. Este paso bloquea los lugares del fondo del
pocillo que han quedado libres tras el tapizado para evitar que el anticuerpo primario
(de naturaleza proteica) se una al poliestireno y dificulte la distinciéon del complejo
antigeno-anticuerpo que se desea determinar. De este modo, el anticuerpo sdlo se
unirad a su antigeno especifico reduciendo los falsos positivos. Tras este paso se

realizaron 3 lavados con PBS-T al 0,05%.

A continuacion, tras eliminar la solucién de bloqueo, se afiadié 100 uL de saliva
diluida 1:2 en PBS-BSA al 0,5% (anticuerpo primario, IgAs anti-Giardia salival), cada
muestra por duplicado, y se incubd la placa a 37 °C en agitacidn durante 90 minutos
para favorecer la unién especifica antigeno-anticuerpo. En este paso se incluyeron
salivas control, de pacientes tanto positivos como negativos. Al finalizar la
incubacion, se realizaron otros 3 lavados de 15 minutos con PBS-T (0,05%) para

retirar la solucidon de saliva.
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Posteriormente, se afiadieron 100 plL de la disolucion del anticuerpo secundario
1/10.000 en PBS-BSA (0,5%) y se incubd durante 60 minutos a 37 °C en agitacion. El
anticuerpo secundario utilizado en este caso fue un anticuerpo anti-IgAs humana
procedente de cabra y conjugada con el enzima peroxidasa (Goat polyclonal Anti-
Human IgA alpha chain (HRP) (Abcam, Cambridge, UK)). Con esta incubacién se
buscd favorecer la unién del anticuerpo secundario con el anticuerpo primario (IgAs
salival) fijado al antigeno. Al concluir la incubacién se realizaron los 3 Gltimos lavados

de 20 minutos con PBS-T (0,05%) para retirar el exceso de anticuerpos.

Por Ultimo, se afiadieron 100 L de la solucién de revelado (solucién con cromdgeno
ortofenilendiamina (OPD) 0,04% en tampodn fosfato-citrato (Na,HPO, 0,2M, acido
citrico 0,1M; pH5) vy el sustrato perdxido de hidrogeno (H,02) 0,001%) y se dejo
reposar la placa en total oscuridad durante 10 minutos aproximadamente para que
se llevara a cabo la reaccion colorimétrica, la cual se interrumpid mediante la adicion

de 100 pL de &cido clorhidrico 3N.

La reaccidn colorimétrica se llevd a cabo mediante la accidn de la enzima peroxidasa
asociada al anticuerpo secundario, que en presencia de su sustrato (H,0,) cataliza
una reaccion enzimatica de oxidacion-reducciéon (REDOX) que reduce al cromdgeno
ortofenilendiamina (OPD) generando compuestos coloreados cuya concentracién es
proporcional a la concentracion del anticuerpo IgAs anti-Giardia que se desea

determinar (Gonzalez Otero, 2010).

Asi pues, la cuantificacién de IgAs anti-Giardia presente en cada muestra se
determind mediante la lectura de la absorbancia o densidad dptica (DO) a 490 nm
en el lector iMark Microplate Absorbance Reader (Bio-Rad, California, USA) vy el
software Microplate Manager v5.0 (Bio-Rad, California, USA). Los datos de

absorbancia o DO de los negativos permitieron la determinacion del limite de
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positividad o cut-off (media y 3 desviaciones estandar (DS)) para cada placa
analizada, necesarios para valorar cada muestra, de tal manera que si los valores de
absorbancia de las muestras superaban el cut-off se reconocian como positivas,

mientras que, si eran inferiores, se consideraban dudosas o negativas.

2.5. Analisis estadistico

El andlisis estadistico de los datos recogidos para la presente tesis doctoral fue
realizado en colaboracidn con el Servicio de Estadistica de la Universidad de Valencia

utilizando el entorno de programacion R para el analisis de datos y graficos.

La mayoria de las variables recogidas son categdricas por lo que, para probar la
asociacion entre las variables se realizaron las correspondientes tablas de
contingencia y se calculd el estadistico de contraste ¥ o el test exacto de Fisher.
Dichos test determinan si la asociacion entre las variables es significativa cuando el
p-valor es inferior a 0,05. En el caso de existir asociacién se empled el modelo de

Poisson para determinar en qué niveles se encuentran los factores de riesgo.

En el caso de trabajar con variables continuas se empled la técnica de andlisis de la
varianza Anova, verificando previamente que se cumplian las condiciones de

aplicabilidad.

Tras observar una asociacion estadisticamente significativa entre variables, la
interpretacion de los resultados se realizd a través de los Odds Ratio (OR) calculados
con un intervalo de confianza del 95% (IC 95%). Ademas, en cada caso significativo
se realizd el Test de Cramer para conocer la fuerza de la asociacion entre las
variables, pudiendo ser pequefia (Cramer > 0,1), mediana (Cramer > 0,3) y grande

(Cramer = 0,5).
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La potencia estadistica (PE) de los test empleados con relacién al tamafio muestral
se calculé mediante el programa GPower, contemplando un tamafio del efecto

medio (d Cohen =0,3) y un nivel de significatividad del 5%.

2.6. Consideraciones éticas

La presente Tesis Doctoral obtuvo la certificacién y aprobacion por los siguientes

organismos competentes de la Universidad de Valencia:

- Comité Etico de Investigacién en Humanos de la Comisiéon de Etica en
Investigacion Experimental de la Universidad de Valencia, que proporcioné el
informe favorable del proyecto (nimero de procedimiento H1531322418689)
dado que se respetan los principios fundamentales establecidos en la
Declaracion de Helsinki, en el Convenio del Consejo de Europa relativo a los
derechos humanos y cumple los requisitos establecidos en la legislacién
espafiola en el ambito de la investigacion biomédica, la proteccién de datos de
caracter personal y la bioética. Firmado el dia 26 de septiembre de 2018 (Anexo
3).

- Comité de Bioseguridad de la Comisién de Etica en Investigacién Experimental
de la Universidad de Valencia, proporciond el informe favorable sobre las
medidas de contencion aplicadas (Real Decreto 664/1997) y el cumplimiento de
los principios aplicados de Seguridad e Higiene en el trabajo establecidos en |a

normativa vigente. Firmado el dia 30 de noviembre de 2018 (Anexo 4).
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Resultados |

1. CARACTERISTICAS DE LA POBLACION
DE ESTUDIO

1.1. Caracteristicas generales

En la presente tesis doctoral participaron 295 pacientes de la Clinica Universitaria
CUNAFF con edades comprendidas entre 4 y 86 afios, y una media general de 37,5
afios. En la Tabla 19 se pueden observar las caracteristicas generales de la poblacion

estudiada.

Tabla 19. Caracteristicas generales de la poblacion de estudio (n=295)

Pacientes n %

Sexo

Femenino 216 73,2

Masculino 79 26,8
Edad (aiios)

Media 37,5

Minimo-Maximo 4-86
Rangos de Edad (afios)

0-9 15 51

10-19 12 4,1

20-30 79 26,8

31-50 125 42,4

>50 64 21,7
Lugar de residencia

Provincia de Valencia 252 85,4

Provincia de Castellon 23 7,8

Provincia de Alicante 7 2,4

Otras provincias 13 4,4

En general, se dio un mayor porcentaje de participacién de pacientes del sexo

femenino (73,2%; 216/295) que del sexo masculino (26,8%; 79/295).
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Debido a la amplia diversidad en la edad de los pacientes incorporados en el estudio,
se establecieron 5 grupos o rangos de edad diferentes como se muestra en la Tabla
19, que permitieron categorizarlos para el andlisis estadistico. El grupo de edad con
mavyor participacion fue el de los 31y 50 afios (42,4%), seguido de pacientes entre
los 20y 30 afios (26,8%), y mayores de 50 afios (21,7%). Los de menor participacion
fueron los pacientes de los rangos entre 0y 9 afios (5,1%) y los 10 y 19 afios (4,1%)
debido a que la clinica CUNAFF se dedica mayoritariamente al tratamiento del

paciente adulto.

Respecto al lugar de procedencia, se dio una mayor participaciéon de pacientes
residentes en la provincia de Valencia (85,4%), seguida de pacientes de localidades
de las provincias de Castelldn (7,8%) y Alicante (2,4%), debido a la localizacion de la
Clinica en la ciudad de Valencia. Asimismo, se obtuvo una pequefia participacién de
individuos de otras provincias externas a la Comunidad Valenciana (4,4%) como

Madrid, Murcia o Almeria, entre otros.

1.2. Trastornos Gastrointestinales Cronicos
y patologias asociadas

La entrevista inicial y la revision de las pruebas diagndsticas aportadas por los
pacientes proporcionaron la informacién necesaria respecto a los TGC y otras
patologias presentes en la poblacién de estudio. Para todos aquellos pacientes que
proporcionaron una informacién diagndstica valida, seglin nuestro criterio, los datos

se resumen en la Tabla 20.

Las intolerancias/malabsorciones a los carbohidratos fueron los TGC mas
prevalentes en la poblacién de estudio afectando al 84,3% de los pacientes

(198/235), de las cuales la intolerancia/malabsorcion a la fructosa (IF) fue la mas
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frecuente, detectada en el 77,0% de los pacientes (177/232), seguida de la
intolerancia/malabsorcién a la lactosa (IL), presente en el 57,3% de los pacientes

(133/232).

Tabla 20. Patologias presentes en la poblacion de estudio

Trastornos Gastrointestinales Crénicos (TGC) n %
Intolerancia/malabsorcion a carbohidratos 198 84,3
Lactosa (IL) 133 57,3
Fructosa (IF) 177 77,0
Sindrome de Intestino Irritable (SII) 59 24,4
Enfermedad Celiaca (EC) 65 39,6
Enfermedad Inflamatoria Intestinal (Ell) 25 9,9
Enfermedad de Crohn (E. Cr) 8 3,2
Colitis Ulcerosa (CU) 17 6,7
Gastritis cronica 74 27,3

Otras patologias gastrointestinales n %
Sobrecrecimiento bacteriano (SIBO) 67 65,7
Helicobacter pylori (H. pylori) 64 29,1
Otras patologias 56 19,0

Enfermedades extraintestinales n %
Enfermedades autoinmunes 79 27,3
Alergias 90 33,6

Con menor prevalencia, entre los pacientes que aportaron pruebas al respecto, se
presentaron los TGC como la EC (39,6%; 65/164), la gastritis cronica (27,3%; 74/271),
el SIl (24,4%; 59/242) y la Ell (9,9%; 25/252), siendo la E. Cr un 3,2% (8/252) y la CU
un 6,7% (17/252). Asimismo, se detectaron otras patologias intestinales como el
SIBO (65,7%; 67/102), la infeccion por H. pylori (29,1%; 64/220) y otras patologias
(19,0%; 56/294).

De forma complementaria, se observaron en la poblacién de estudio ciertas

patologias extraintestinales, que se relacionan con ciertos TGC como son las alergias
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(con una prevalencia del 33,6%; 90/268) y algunas enfermedades autoinmunes

(27,3%; 78/289) como la diabetes mellitus tipo 1, entre otras.

1.3. Sintomatologia

La sintomatologia gastrointestinal crénica presente en la poblacién de estudio se
muestra en la Figura 35. El sintoma que se observd en un mayor porcentaje de casos
fue el dolor abdominal, presente en un 91,2% de los participantes, seguido de las
flatulencias y distensién abdominal (89,5% y 85,4%, respectivamente), presencia de
grasa en heces (66,1%), dispepsia (53,6%), alteracién del habito intestinal con

tendencia a diarrea (51,3%) y otros sintomas menos prevalentes.

Dolor abdominal I 91,2%
Flatulencias S 89,5%
Distension abd. [ 85,4%
Grasa en heces [ 66,1%
Dispepsia T 53,6%
Diarrea (D) e 51,5%
Ciclos de sintomas [ 51,2%
Ardor R 42,4%
Reflujo s 32,9%
Eructos [N 26,4%
Alternancia D/E [ 25,8%

Sabor metalico N 22,7%
Moco en heces N 14,2%

Estrefiimiento (E) N 12,5%

Nauseas [N 12,5%
Vomitos [ 6,4%

Figura 35. Prevalencia de la sintomatologia gastrointestinal presente en la
poblacidn de estudio. abd.: abdominal.
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La frecuencia media de deposiciones diarias de la poblacion de estudio fue de 2,2.
Ademads, cabe destacar que se observé una sintomatologia intestinal ciclica en el
51,2% de los pacientes a estudio, suceso que puede relacionarse con el ciclo

bioldgico de los pardsitos intestinales estudiados e, incluso, algunos TGC como la Ell.

Asimismo, se recogid informacion sobre la posible sintomatologia extraintestinal
presente en los participantes (Figura 36) ya que estan descritas en enteroparasitosis
o alteraciones crdnicas de la mucosa, y en consecuencia en casos de alteracion de la

absorcion intestinal.

Fatiga cronica [ 74,9%
Pérdida de peso [ 44,1%
Dolor articular [ 41,0%
Urticarias [ 40,3%
Migrafias S 27,1%
A. hormonales S 23,1%

Figura 36. Prevalencia de la sintomatologia extraintestinal presente en la
poblacién de estudio. A. hormonales: alteraciones hormonales.
En este caso, se observd que un 74,9% de los pacientes presentaban fatiga crdnica
0 cansancio, seguido de una pérdida de peso acusada (44,1%), dolor articular
(41,0%), urticarias (40,3%), migrafias o cefaleas (27,1%) y, por ultimo, alteraciones

hormonales en general, incluyendo casos de infertilidad y endometriosis (23,1%).
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1.4. Desencadenantes y antecedentes de los
TGC y/o sintomatologia

En la Tabla 21, se muestra la informacion recopilada en la entrevista inicial sobre el
posible desencadenante de la sintomatologia seguin la percepcién del paciente, lo
cual resulta de interés en la valoracion general. Asi mismo, se tratd de registrar el
tiempo aproximado de inicio, las patologias o sintomatologias previas en el paciente

o en familiares de primer grado, y las infecciones parasitarias previas.

Tabla 21. Desencadenantes y antecedentes de los TGC y/o sintomatologia (n=295)

n %

Desencadenante, Origen

Viajes a paises exoticos 17 5,8

Alimentario 15 5,1

Estrés u otro origen psicoldgico 18 6,1

Intervenciones quirurgicas 12 4,1

Antibidticos o probidticos 8 2,7

Patégenos (virus, parasitos, bacterias...) 16 5,4
Inicio de la sintomatologia

Infancia 31 10,5

Adolescencia 31 10,5

Edad adulta 214 72,5
Antecedentes de patologia o sintomatologia

Sintomatologia previa del paciente o familiares 119 40,3
Antecedentes parasitologicos

Parasitosis previas 124 42,0

Una mayoria de los pacientes (70,9%) desconocia la posible causa u origen de la
sintomatologia y/o patologia que sufrian, sin embargo, un 6,1% de los pacientes
culparon al estrés o a otras condiciones psicoldgicas del inicio de los sintomas,

seguido de los viajes a paises exdticos (5,8%), la mayoria endémicos de ciertas

154



Resultados

parasitosis, continuando por infecciones de origen microbiano (5,4%), alimentario
(5,1%) y quirurgico (4,1%) vy, por ultimo, tras la toma de antibidticos o probidticos

(2,7%).

El inicio de la sintomatologia, intestinal o extraintestinal, y el posterior diagndstico
de los TGC, se dio principalmente en la etapa adulta (72,5%), mientras que en un
10,5% de los pacientes ocurrié en la infancia y en la adolescencia. Sin embargo, un
40,3% de los pacientes reconocid que anteriormente, en otra etapa de su vida,
habian padecido ciertos sintomas que podrian relacionarse con su situacién actual,
o que familiares de primer grado padecian sintomatologia similar o patologias que
podrian transmitirse genéticamente, como, por ejemplo, la enfermedad celiaca o

una intolerancia genética a lactosa.

Por ultimo, un 42,0% de los pacientes reconocié que anteriormente habian sufrido
infecciones parasitarias intestinales, siendo los mas frecuentes el helminto
Enterobius vermicularis, mejor conocido como el gusano de los nifios, sobre todo en

la infancia, y los protistas Blastocystis sp. y Giardia intestinalis.
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2. FRECUENCIA DE PARASITACION Y
ESPECTRO DE ESPECIES

La poblacién de estudio se clasificd en grupos segun el estado parasitoldgico,
diferenciando los pacientes con una infeccién parasitaria activa de los no
parasitados. El 67% (197/295) de la poblacién analizada fue diagnosticada de una
infeccion parasitaria intestinal, pasando a formar parte del grupo de parasitados o
Grupo P, mientras que el 33% restante (98/295) formarian el grupo de no

parasitados o Grupo NP.

Las especies parasitas diagnosticadas en la poblacion de estudio fueron en mayor
medida protistas y algln caso aislado de helmintos. Los pardsitos mas prevalentes
se muestran en la Tabla 22, donde se puede observar que, dentro de los protistas,
la especie mas frecuente resultd ser G. intestinalis con un porcentaje de parasitacion
del 61,7% (182/295), seguido de Blastocystis sp. con un 13,2% (39/295), y de otros
menos prevalentes con un 3,7% (11/295), entre los que se encuentran las amebas:
Endolimax nana (1,4%; 4/295), Entamoeba coli (0,7%; 2/295), Entamoeba hartmanni
(0,3%; 1/295) vy el complejo Entamoeba formado por Entamoeba
histolytica/dispar/moshkovskii/bangladesi (0,3%; 1/295) y los casos puntuales de
helmintos, por E. vermicularis (1,4%; 4/295) y Strongyloides stercoralis (0,3%;
1/295), cuyo diagndstico fue realizado fuera del estudio y presentado por el
paciente. Todas las especies incluidas en el subgrupo “Otros” se diagnosticaron en

coinfeccion con uno o varios de los pardsitos mas prevalentes.
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Tabla 22. Especies parasitas mas prevalentes en la poblacion de estudio

Especies parasitas n %

Giardia intestinalis 182 61,7
Blastocystis sp. 39 13,2
Otros: 11 3,7
Enterobius vermicularis 4 1,4
Endolimax nana 4 1,4
Entamoeba coli 2 0,7
Entamoeba hartmanni 1 0,3
Complejo Entamoeba 1 0,3
Strongyloides stercoralis 1 0,3

La mayoria de las especies menos prevalentes se consideran parasitos con menor
relevancia clinica como las amebas intestinales: E. nana, E. coli, E. hartmanniy E.
dispar. Mientras que las especies E. histolytica (ameba patdgena incluida en el
complejo morfoldgico Entamoeba), y E. vermicularis y S. stercoralis (helmintos) se

consideran patogenas y deben ser tratadas.

2.1. Prevalencia de parasitacion en funcién
del sexo

La prevalencia de parasitacién de la poblacion de estudio en funcion del sexo se
muestra en la Tabla 23, donde se observa una infima diferencia en los resultados,
siendo en ambos casos mucho mayor el nimero de pacientes parasitados (66,2% en
el sexo femenino y 68,4% en el masculino) que el de no parasitados (33,8% y 31,6%,

respectivamente).

Respecto a las especies pardsitas presentes en ambos sexos (Figura 37), el parasito
mas prevalente fue G. intestinalis, cuya presencia fue mayor en el sexo femenino

(63,0%) que en el masculino (58,2%).
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Tabla 23. Prevalencias de parasitacién en funcién del sexo

Grupo P Grupo NP
Sexo
n % n %
Femenino (n=216) 143 66,2 73 33,8
Masculino (n=79) 54 68,4 25 31,6

El segundo parasito mas frecuente fue Blastocystis sp., en el que se observd una

mavyor frecuencia en los pacientes del sexo masculino (16,5%) que en los del sexo

femenino (12,0%).

En ningln caso se observd una diferencia estadisticamente significativa (p>0,05).

63,0% Femenino
58,2% .
Masculino
*
16,5% |
12,0%
7,6%
2,3%
Giardia Blastocystis Otros
intestinalis

Figura 37. Parasitos mas prevalentes en funcién del sexo.

Si embargo, en el caso de los otros pardsitos encontrados, la prevalencia fue mayor
para hombres (7,6%) que para mujeres (2,3%), encontrdndose una asociacion

significativa entre ellos (p-valor=0,0001; OR=13,8).
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2.2. Prevalencia de parasitacion en funcidn
de la edad

A continuacién, se muestra la distribucion de los casos parasitados en funcién de los

grupos de edad de la poblacion de estudio (Tabla 24).

Tabla 24. Prevalencias de parasitacién en funcién de la edad

Parasitados

Grupos de Edad (afios) %
0

0-9 (n=15) 8 53,3
10-19 (n=12) 7 58,3
20-30 (n=79) 59 74,7
31-50 (n=125) 81 64,8
>50 (n=64) 42 65,6

Como se observa en la Tabla 24 el grupo de edad con mayor porcentaje de
parasitacion fue el de los pacientes con edades comprendidas entre los 20 y 30 afios
(74,7%), seguido de aquellos pacientes con edades superiores a los 50 afios (65,6%),
los que se encuentran entre los 31y 50 afios (64,8%). Los grupos de edad con menor
tasa de participacion fueron aquellos con edades comprendidas entre los 10 y 19
afios y entre los 0y 9 aflos, sin embargo, la prevalencia de parasitacién también fue
elevada, aunque inferior al resto de grupos, con porcentajes del 58,3% y 53,3%,

respectivamente (Tabla 24).

Como se puede observar en la Figura 38, el parasito mds prevalente en todos los
grupos fue G. intestinalis con porcentajes del parasito similares entre los diferentes
grupos, siendo el mas elevado el 67,1% (53/79) del grupo de pacientes con edades
entre los 20 y 30 afios, y el inferior, el 53,3% (8/15) obtenido en el grupo de edad

entre los 0 a 9 afios.
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53,3%
0-9 13,3%
13,3%
58,3%
'g 10-19 8,3%
<] 8,3%
&
'g 67,1%
- 20-30 12,7%
bt 2,5%
o
a 59,2%
o 31-50 12,0%
2 3,2%
()
62,5%
>50 | 17,2%
3,1% Giardia intestinalis
. Blastocystis sp.
Prevalencias
Otros

Figura 38. Pardsitos mds prevalentes en funcion de los grupos de edad.

Blastocystis es el siguiente protista con mayor prevalencia (Figura 38), con
porcentajes de parasitacion que varian desde el 8,3% (7/12) en los pacientes con
edades entre los 10 y 19 afios, hasta el 17,2% (11/64) en el grupo de edad superior

a los 50 afios.

Respecto a la prevalencia de parasitacion por otras especies menos frecuentes en la
poblacion de estudio, se aprecié una mayor prevalencia en los pacientes mas
pequefios (0-9 afios) con un 13,3% de parasitacion en comparacién con el resto de

los grupos (Figura 38).

2.3. Monoparasitismo y multiparasitismo

En las infecciones parasitarias pueden darse varios tipos de parasitismo, cuando se

producen por un solo pardsito se denomina monoparasitismo, mientras que si esta
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originada por 2 o mas parasitos de forma simultdnea en un mismo hospedador se

denomina multiparasitismo.

Tras el analisis de los datos obtenidos de la poblacion parasitada (n=197), se observé
un predominio de casos de monoparasitismo (84,8%) respecto del multiparasitismo

(15,2%).

En los pacientes del grupo P que presentaron multiparasitismo (n=30), el
biparasitismo, o coinfeccidn por dos parasitos en el mismo hospedador, mostrd una
prevalencia muy superior, con un 83% de los casos (25/30), al triparasitismo, con un
14% (4/30), o tetraparasitismo, con un 3% (1/30), que corresponden a las
coinfecciones por 3y 4 parasitos, respectivamente, y que presentaron un porcentaje

de casos mucho menor.

Respecto a las diferentes especies pardsitas, en el caso del monoparasitismo
(n=167), se obtuvieron unas prevalencias del 92% para G. intestinalis (154/167) y del
8% para Blastocystis (13/167). No se encontré otra especie que afectara a los

pacientes de forma individual.

La coinfeccién mds frecuente entre los pacientes biparasitados (n=25) fue la
producida por G. intestinalis y Blastocystis (76%; 18/25), seguido de coinfecciones
menos prevalentes entre diferentes protistas (12%; 3/25) como Blastocystis sp. con
E. hartmanni (4%; 1/25) y E. nana (4%; 1/25), E. coli con el complejo Entamoeba (4%,
1/25), y entre protistas y helmintos (12%; 3/25) como G. intestinalis con E.
vermicularis (8%; 2/25) y con S. stercoralis (4%; 1/25).

El resto de multiparasitismos, con distribuciéon de casos mucho menor, muestran
una prevalencia elevada de protistas, en el caso de los 4 pacientes triparasitados

(14%) se encontrd en un 50% (2/4) la coinfeccion por G. intestinalis, Blastocystis y E.
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nana, en un 25,0% (1/4) la producida por G. intestinalis, Blastocystis y E. coliy, por
dltimo, en un 25,0% (1/4) la infeccion por G. intestinalis, Blastocystis y E.
vermicularis. En el caso del tetraparasitismo (3,0%), solamente un paciente presento
una coinfeccién por cuatro especies parasitas distintas: G. intestinalis, Blastocystis

sp., E. nana y E. vermicularis.
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3. COMPARACION ENTRE METODOS
DIAGNOSTICOS

Para optimizar el diagndstico parasitolégico en la poblacion de estudio se emplearon
las diferentes técnicas descritas en la seccidon de Material y Métodos en funcion de

la especie parasita.

3.1. Diagnéstico de G. intestinalis

El diagndstico parasitologico empleado para la deteccidon de G. intestinalis consto de

la combinacion de las técnicas expuestas en la Tabla 25.

En primer lugar, se realizd el analisis coproldgico mediante la visualizacion de las
heces concentradas con el microscopio 6ptico para la busqueda de quistes y/o
trofozoitos de G. intestinalis. Mediante esta técnica, se lograron diagnosticar 13
pacientes positivos (4,4%) (Tabla 25). En segundo lugar, y para la mejora de la
deteccidn de casos positivos de este protozoo, se empled el enzimoinmunoensayo
de ELISA indirecto para la deteccion de anticuerpo especificos en muestras de saliva.
Mediante esta técnica se obtuvieron 135 pacientes positivos (45,8%), consiguiendo

porcentajes de parasitacion mas elevados que con el andlisis coproldgico (Tabla 25).

Por ultimo, se emplearon técnicas de biologia molecular para observar si la
sensibilidad y especificidad del diagndstico coproldgico aumentaba, para ello se
realizd una gPCR de las muestras de DNA total extraido de las heces concentradas
(de 3 muestras fecales) obteniendo un porcentaje de positividad del 46,8%

(138/295), valor muy similar al obtenido mediante el ELISA indirecto.
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Tabla 25. Métodos diagndsticos para G. intestinalis (n=295)

Positivos
PACIENTES
n %
Microscopia dptica 13 4,4
ELISA 135 45,8
gPCR? 138 46,8

1Reaccidn en cadena de la polimerasa a tiempo real

En cuanto al empleo de las diferentes técnicas diagndsticas, en la Figura 39 se puede
observar que solamente el 4,4% (8/182) de los pacientes parasitados por G.
intestinalis (n=182) fueron positivos mediante la combinacién de las 3 técnicas
realizadas, el 4,9% (9/182) mediante la combinacion del andlisis coproldgico y ELISA
indirecto, y el 6,6% (12/182) resultaron positivos mediante microscopia y gPCR. No
obstante, los mejores resultados se obtuvieron con la combinacién del ELISA junto

con la qPCR (50,5%; 92/182).

® MO+ELISA

ELISA+qPCR
¥ MO+qPCR

\. 50,5% = MO+ELISA+qPCR

Figura 39. Porcentajes de positivos con los diferentes métodos combinados
empleados para el diagnéstico de G. intestinalis. MO: microscopia 6ptica;
gPCR: Reaccién en cadena de la polimerasa a tiempo real.

Como dato de interés, seis de los pacientes que resultaron negativos en el analisis

coprolégico y ELISA, manifestaron valores de anticuerpos IgAs en saliva
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excesivamente bajos, sugiriendo una posible inmunodeficiencia selectiva de estos
anticuerpos a nivel de mucosas. Asimismo, dos de los pacientes fueron positivos
mediante PCR a tiempo real. Estos resultados revelan la importancia de combinar

los diferentes métodos diagndsticos para una deteccion éptima de G. intestinalis.

3.2. Diagnéstico de Blastocystis sp.

La deteccién de Blastocystis sp. en la poblacion de estudio se realizé mediante las

técnicas expuestas en la Tabla 26.

Tabla 26. Métodos diagndsticos para Blastocystis sp. (n=295)

Positivos
PACIENTES
n %
Microscopia dptica 23 7,8
PCR convencional 29 9,8

Mediante el analisis coproldgico se lograron detectar 23 pacientes positivos de
Blastocystis (7,8%), superando los casos diagnosticados de G. intestinalis mediante
este método, debido a que Blastocystis, al ser un parasito coldnico, aparece en las
heces de los hospedadores con mayor frecuencia que G. intestinalis, parasito que
habita en la parte alta del intestino delgado y emite quistes de forma intermitente

en pacientes con patologia gastrointestinal crénica.

Para conocer si se producia un aumento de la sensibilidad y especificidad en la
deteccién de este protista, se empled la técnica de andlisis molecular PCR
convencional, obteniendo un resultado de 29 pacientes positivos (9,8%), valor
similar al obtenido mediante el analisis coproldgico (Tabla 26) y mucho menor que
el obtenido en el caso de G. intestinalis, debido a la menor sensibilidad de la PCR

convencional frente a la PCR a tiempo real.
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74,4%

59,0%

33,3%

MO PCR MO+PCR

Figura 40. Porcentajes de positividad de los diferentes métodos diagndsticos
de Blastocystis sp. por separado y combinados. MO: microscopia 6ptica; PCR:
Reaccion en cadena de la polimerasa.

Del total de los pacientes diagnosticados con Blastocystis (n=39), el 33,3% (13/39)
fueron positivos por ambas técnicas. En la Figura 40, se pueden observar los
diferentes porcentajes de casos diagnosticados tanto en los métodos por separado

como conjuntamente.
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4. ANALISIS MOLECULAR

4.1. Caracterizacion molecular de G.
intestinalis

De los 182 pacientes positivos de G. intestinalis un total de 138 muestras de DNA
fueron positivas mediante la gPCR. Los valores de ciclo umbral o Ct obtenidos
oscilaron entre 23 y 43, con un valor medio de 35,8. El 12,3% (17/138) de las
muestras obtuvieron valores de Ct inferiores o iguales a 30, mientras que el 87,7%

(121/138) fueron superiores.

No obstante, y aunque los valores de Ct considerados éptimos para lograr el
genotipado y subgenotipado del pardsito son aquellos inferiores o iguales a 30
(Muadica et al., 2020), se intentaron secuenciar todas las muestras mediante la

combinacién de los dos marcadores moleculares descritos anteriormente.

De las 138 muestras de DNA positivas mediante qPCR solamente el 38% fueron
secuenciadas (52/138), esto se debe a que mediante la PCR convencional realizada
con ambos marcadores se obtuvo un porcentaje de positividad del 40% en gel de
agarosa (55/138), mientras que el 60% (83/138) resultaron negativas, porcentaje

esperado debido a los elevados valores de Ct obtenidos en la gPCR.

De las 55 muestras positivas en el gel de agarosa mediante PCR convencional el
porcentaje de éxito obtenido en la secuenciacion alcanzo el 94,5% (52/55), mientras
que el 5,5% (3/55) de las muestras amplificadas mediante la PCR convencional

resultaron no tipables (Figura 41).
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5,5%

Secuenciados

¥ No tipables

Figura 41. Resultados obtenidos en la secuenciacion de las muestras positivas
de G. intestinalis mediante PCR convencional (n=55).
De las 52 muestras secuenciadas, el 55,8% (29/52) fueron amplificadas vy
secuenciadas con éxito mediante el analisis del gen de la glutamato deshidrogenasa
(gdh), mientras que, con el empleo de otro marcador molecular complementario, el

gen de la beta-giardina (bg) se logré genotipar el 92,3% (48/52) de las muestras.

El andlisis de las secuencias confirmd la presencia de los genotipos que parasitan
habitualmente al ser humano, encontrando una mayor prevalencia del genotipo A

(96%,; 50/52) que del genotipo B (4%; 2/52) en los aislados genotipados.

La mayor parte de las secuencias del genotipo A fueron asignadas al subgenotipo All
(46,2%; 24/52), seguido de un subgenotipo ambiguo Al/All (40,4%; 21/52) vy, en
menor porcentaje, el Al (9,6%; 5/52). Las secuencias de los 2 aislados del genotipo B

se asignaron por igual al genotipo BlIl y BIV (1,9% cada uno; 1/52).

Enla Tabla 27, se muestran la diversidad, prevalenciay las principales caracteristicas

de las secuencias de G. intestinalis obtenidas mediante ambos genes.
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Tabla 27. Diversidad, prevalencia y caracteristicas moleculares de G. intestinalis

GEN GENOTIPO SUBGENOTIPO HEFRENER: n SNP?
GeneBank
13 -
9 | C492T
A Al L40509 1 T269Y?
1  G285T, C492T
gdh 1 | G293C, C492T
All L40510 2 -
C99T, T147C, G150A, T276C,
. BIll AF069059 1 C309T, C336T
T183C, A223T, T387C, C396T,
BIV L40508 1 Ca23T
2 | -
Al AY655702.1 1 T87C, T336C
Y/
A 39 T561C
bg All AY072723.1 1 A72G
1 A185G, T561C
1l - 0 -
B W% - 0 -

1Polimorfismo de un Unico nucledtido; 2Y = doble pico C/T

Para el gen gdh, del total de 25 secuencias analizadas pertenecientes subgenotipo
Al, 13 fueron idénticas a la secuencia de referencia L40509, mientras que 12
presentaron polimorfismos de un Unico nucledtido (SNP). El SNP mas frecuente en
este subgenotipo fue el C492T (sustitucion del nucledtido C por el T en la posicion
492 de la secuencia analizada en comparacion con la secuencia de referencia) que
se encontré en 9 de las secuencias, seguido de otros SNP menos prevalentes como
el T269Y (Y = doble pico C/T en la posicion 269 de la secuencia analizada en
comparacion con el nucledtido T de la secuencia de referencia) y las combinaciones
de SNPs G285T y C492T, G293Cy C492T, que se encontraron en una secuencia cada
uno (Tabla 27). En el caso del subgenotipo All, las dos secuencias analizadas fueron

idénticas a la de referencia (L40510), sin presentar SNPs (Tabla 27).
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En el caso de las dos secuencias correspondientes al genotipo B, tanto la secuencia
del subgenotipo BIIl como la del BIV, presentaron una diferencia genética con
variaciones de 6 y 5 SNPs con las secuencias de referencia AF069059 y L40508,
respectivamente, sin presentar dobles picos. Los SNPs hallados en la secuencia del
subgenotipo Blll fueron: C99T, T147C, G150A, T276C, C309T y C336T, y en la del
subgenotipo BIV: T183C, A223T, T387C, C396T y C423T (Tabla 27).

En el gen bg, de las 3 secuencias analizadas del subgenotipo Al, 2 no presentaron
cambios respecto a la de referencia (AY655702.1), mientras que 1 se diferencié al
presentar los SNPs T87Cy T336C (Tabla 27). En el caso del subgenotipo All, de las 45
secuencias analizadas 4 fueron iguales a la de referencia (AY072723.1), mientras que
41 presentaron SNPs, siendo el mas frecuente el T561C, presente en 39 de las
secuencias, seguido del A272G y de la combinacién A185G y T561C, que se
presentaron en 1 secuencia cada uno (Tabla 27). No se obtuvo ninguna secuencia

del genotipo B mediante este gen.

Dentro del genotipo A, 21 de las secuencias analizadas mediante ambos genes
obtuvieron un subgenotipo final ambiguo Al/All. Todas las secuencias Al/All fueron
designadas al subgenotipo Al mediante el gen gdh y al subgenotipo All mediante el

bg.

Al realizar el analisis estadistico, no se hallaron diferencias significativas entre los
diferentes genotipos/subgenotipos en cuanto a edad y sexo, debido a la baja
frecuencia del genotipo B y el subgenotipo Al, y a la elevada prevalencia del

subgenotipo ambiguo Al/All.
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4.2. Caracterizacion molecular de
Blastocystis sp.

De los 39 pacientes positivos de Blastocystis sp., un total de 29 muestras de DNA
fueron positivas mediante la PCR convencional. La Figura 42 muestra el porcentaje
de casos que fueron secuenciados con éxito (79,0%; 23/29) y de casos cuyo subtipo
no se pudo determinar (21,0%; 6/29) debido a que las bandas obtenidas en el gel de

agarosa eran débiles dando lugar a secuencias de baja calidad.

Secuenciados

B No tipables

Negativos

Figura 42. Resultados obtenidos en la secuenciacién de las muestras
supuestamente positivas en gel de Blastocystis mediante PCR convencional.
Al analizar las 23 secuencias del gen SSU de Blastocystis se identificaron cinco de los
subtipos habituales en el ser humano. El subtipo con mayor prevalencia en la
poblacién de estudio fue el ST2 con un 30,4% de parasitacién (7/23), seguido de los
ST3 y ST4, ambos con un porcentaje del 21,7% (5/23), ST1 con un 17,4% (4/23) v,
por Ultimo, el ST6 con un 8,7% (2/23) (Figura 43). EI ST6 se considera un subtipo raro

en el ser humano, encontrado mas frecuentemente en aves y murciélagos (Cian et
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al., 2017). No se detectaron infecciones mixtas de diferentes subtipos en un mismo

hospedador, ni subtipos especificos de otros hospedadores no humanos.

30,4%
21,7%  21,7%
17,4%
I 8,7%
ST1 ST2 ST3 ST4 ST6

Figura 43. Frecuencia de los subtipos (ST) de Blastocystis sp.

En la Figura 44, se muestra la diversidad genética y frecuencia de las secuencias de
Blastocystis obtenidas mediante el gen SSU. La mayor diversidad genética se detectd
en el ST2, donde se observaron los alelos 9 (4,3%), 12 (13,0%) y 11+12 (13,0%),
seguido del ST6, con los alelos 123 (4,3%) y 122+123 (4,3%) (Figura 44). Ademds, en
el caso de los ST2 que presentaron el alelo 11+12, de las 3 secuencias analizadas 2
mostraron el SNP A74R y 1 el SNP A168R, ambos con un doble pico A/G (R)

sustituyendo al nucledtido A de la secuencia de referencia en la posicién indicada.
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4 17,4%

Figura 44. Diversidad y frecuencia de los ST de Blastocystis sp.

En el caso de los ST2 con el alelo 12, de las tres secuencias analizadas dos fueron
idénticas a la secuencia de referencia, mientras que una presenté los SNPs A168R y
A250W, ambos con un doble pico A/G (R) y A/T (W), respectivamente, sustituyendo
al nucledtido A presente en la secuencia de referencia. Continuando con el ST6, la
secuencia analizada que presenté el alelo 122+123 también mostré el SNP A64R

(doble pico A/G (R) sustituyendo al nucleétido A de la secuencia de referencia).

En cambio, solamente se observaron los alelos 4 en el ST1 (17,4%), 34 en el ST3
(21,7%) y 42 en el ST4 (21,7%) (Figura 44), no presentando ninguno de ellos SNPs en

su secuencia nucleotidica.

4.2.1. Distribucion de subtipos en funcion del sexo

De las 29 muestras de DNA positivas para Blastocystis sp. mediante PCR
convencional, un total de 18 pertenecian a pacientes del sexo femenino y 11 a

pacientes del sexo masculino.
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Al analizar las secuencias obtenidas de Blastocystis en funcion del sexo, se
encontraron diferencias no estadisticamente significativas en la frecuencia de

parasitacion de los subtipos descritos entre ambos sexos (Figura 45).

7,19 .
57,1% ¥ Femenino
= Masculino
37,5%
28,6% 31,3%
,07
12,5% 14,3% 12,5%

6,3%
- 0,0% 0,0%
ST1 ST2 ST3 ST4 ST6

Figura 45. Prevalencia de los ST de Blastocystis en funcion del sexo.

Como se puede observar en la Figura 45, en los pacientes del sexo femenino se
encontré una representacion de todos los subtipos secuenciados, descubriendo una
mayor prevalencia de los subtipos ST2 (37,5%; 6/16) y ST4 (31,3%; 5/16), seguidos
de los subtipos ST1 y ST6 (ambos con un 12,5%; 2/16), y, en menor porcentaje, el
ST3 (6,3%; 1/16). En contraposicion, los pacientes del sexo masculino presentaron
solamente tres de los cinco subtipos analizados, siendo el subtipo con mayor
prevalencia el ST3 (57,1%; 4/7), seguido de los subtipos ST1 (28,6%; 2/7) y ST2

(14,3%; 1/7). En este caso no se halld la presencia de los subtipos ST4 ni ST6.

En la Figura 46 se muestran los perfiles de subtipos y alelos detectados en las
secuencias de los pacientes estudiados en funcién del sexo, quedando patente una
mayor diversidad genética del protista en el sexo femenino, aunque no fue

estadisticamente significativa.
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Figura 46. Diversidad y frecuencia de los ST y alelos de Blastocystis en funcién
del sexo: a) Femenino y b) Masculino.
En los pacientes del sexo femenino (Figura 46, a) destaca la presencia de todos los
casos de los subtipos ST4 (alelo 42; 31,3%) y ST6 (alelos 123 y 122+123; 6,3% cada
uno), ademas de los casos de ST2 con los alelos 9 (6,3%), 12 (18,8%) y la mayor parte
de casos con el alelo 11+12 (12,5%). Todos ellos con los correspondientes SNPs ya
mencionados en el apartado anterior. En el caso de los pacientes del sexo masculino

(Figura 46, b) solamente destaca la presencia de la mayor parte de casos del subtipo
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ST3 (alelo 34; 57,1%), del subtipo ST1 (alelo 4; 28,6%) y del subtipo ST2 con alelo
11412 (14,3%) con el SNP A168R.

4.2.2. Distribucion de subtipos en funcidon de la edad

De las 29 muestras de DNA positivas para Blastocystis sp. mediante PCR
convencional, dos muestras pertenecian a los pacientes con rangos de edad de 0 a
9 afios, ocho eran de pacientes entre 20-30 afios, doce en el rango de 31 a 50 afios
y, por ultimo, siete indicaban ser a los mayores de 50 afios. En la Figura 47 se muestra

la distribucion de casos secuenciados en funcion de los diferentes grupos de edad.

S 37,9%
c
©
(8]
K
(8]
c
g 20,7%
3 17,2%
w
©
[ =
Q
£ 34%
2 4%
Y mm %
0-9 10-19 20-30 31-50 >50

Grupos de edad (aiios)

Figura 47. Resultados obtenidos en la secuenciacion de Blastocystis en
funcion de los grupos de edad.

Al analizar las secuencias obtenidas en funcién del grupo de edad, se encontraron
diferencias en la frecuencia de parasitacion de los subtipos descritos (Figura 48),

aunque no fueron estadisticamente significativas.
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W ST1 mST2 mST3 1 ST4 mST6

Prevalencia de parasitacion (%)

8,7
4,3 4,34,34,34,343 43 43 43
I0,0 0,00,00,0 0,00,00,00,00,0 I I I I I 0,0 0,0

0-9 10-19 20-30 31-50 >50
Grupos de Edad

Figura 48. Prevalencia de los ST de Blastocystis segun el grupo de edad.

Como se puede observar en la Figura 48, los pacientes del grupo de edad entre los
31y 50 afios presentaron una mayor variabilidad genética de Blastocystis, siendo el
subtipo mas prevalente el ST3 (17,4%; 4/23), seguido del ST2 (13,0%; 3/23), el ST4
(8,7%; 2/23), y, por ultimo, los subtipos ST1 y ST6 con porcentajes del 4,3% (1/23)
cada uno. El segundo con mayor variabilidad genética fue el grupo de edad entre los
20 y 30 afios, que presentd todos los subtipos encontrados, pero en menores
porcentajes en comparacién con el grupo anterior, con valores de cada subtipo del
4,3% (1/23) (Figura 48). El grupo de los pacientes mayores de 50 afios presentaron
prevalencias del ST2 del 13,0% (3/23), que fue seguido por el ST4 (8,7%; 2/23) y ST1
(4,3%; 1/23), no hallando la presencia de ST3 ni ST6 (Figura 48). En el caso del grupo
de pacientes entre los 0 y 9 afios solamente se encontrd el ST1 en uno de los
pacientes (4,3%) y en el grupo con edades comprendidas entre los 10 y 19 afios no
se hallo la presencia de Blastocystis mediante PCR vy, por lo tanto, no se obtuvo

ningun subtipo (Figura 48).

La Figura 49 muestra la variabilidad genética de las secuencias analizadas que

corresponden al grupo de edad con edades comprendidas entre los 31 y 50 afios. En
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este grupo destaca la mayor presencia del ST3 con el Alelo 34 (17,4%), seguido del
ST2 con los Alelos 9, 12 y 11+12 (4,3% cada uno), con los SNPs A168R y A250W en
el Alelo 12 y el A168R en el Alelo 11+12, v, por ultimo, el ST6 con el Alelo 123 (4,3%).

122+123

0,0%
" 123 e 4,3%
o
] 42 8,7%
i 34 I —— 17 ,4%
%)
g_ 9 mmmaw 4,3%
=
2 12 e 4,3%
@

11+12 e 4,3%
e 4,3%

WST1 mST2mST3 1 ST4 mST6
a

Frecuencia
Figura 49. Diversidad y frecuencia de los ST de Blastocystis sp. identificados
en los pacientes con edades entre los 30 y 51 afios.
La Figura 50 muestra la variabilidad genética de las secuencias analizadas del grupo
de edad de entre los 20 y 30 afios, destacando la presencia del Alelo 11+12 del ST2
con la sustitucién A74R (4,3%), vy la presencia del Alelo 122+123 del ST6 con la
sustitucion A64R (4,3%).
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Figura 50. Diversidad y frecuencia de los ST de Blastocystis sp. identificados
en los pacientes con edades entre los 20 y 30 afios.
La Figura 51 muestra la variabilidad genética de las secuencias analizadas de los
pacientes mayores de 50 afios, destacando la presencia del alelo 11+12 del ST2 con

el SNPs A74R (4,3%), ademds de una mayor presencia del Alelo 12 del ST2 (8,7%).

1224123 mST1 mST2 mST3 1 ST4 mST6
F 123 0.0%
s 2 8,7%
Z 34 0,0%
.g- 9 0,0%
3 12 e 8,7%
(7] »

11+12 s 3%
4 ——— 4,3%

Frecuencia

Figura 51. Diversidad y frecuencia de los ST de Blastocystis sp. identificados
en los pacientes con edades superiores a los 50 afios.
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5.ANALISIS DE LA ASOCIACION
PARASITOS-TGC Y PATOLOGIAS
ASOCIADAS

A continuacién, se analiza la asociacién entre la presencia de los parasitos
intestinales en la poblacién y los diferentes TGC y patologias estudiadas, tanto
gastrointestinales como extraintestinales, para identificar si la infeccién parasitaria

es capaz de originar o agravar la condicion.

5.1. En funcién del estado parasitario

La presencia de parasitos intestinales en la poblacién de estudio en funcion de las
patologias que presentaban se puede observar en las Tablas 28 y 29, donde se
muestran los casos de pacientes con TGCy otras patologias gastrointestinales (Tabla
28), y extraintestinales (Tabla 29). Los pacientes que no aportaron el diagndstico
médico correspondiente para cada patologia no fueron considerados al realizar el

analisis estadistico.

En la Tabla 28 se puede observar que existe una mayor presencia de las patologias
consideradas en los pacientes del grupo P, que en los del grupo NP. El TGC mas
prevalente en ambos casos fue la Intolerancia/malabsorcién a carbohidratos, donde
los pacientes del grupo P presentaron una frecuencia superior (58,7%) a los
pacientes del grupo NP (25,5%), aunque la diferencia no fue significativa. En ambos
grupos, destaca una mayor prevalencia de la IF con un 53,9% en el grupo P y un

23,0% en el NP, seguido de la IL (41,4% vy 15,9%, respectivamente).
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Tabla 28. Prevalencias de TGC y otras patologias intestinales segln el estado parasitario

Trastornos Gastrointestinales Crénicos Grupo P Grupo NP
(TGC) n % n o  Pvalor
Intolerancia/Malabsorcién a carbohidratos
138 58,7 60 25,5 0,476
(n=235)
Lactosa (n=232) 96 41,4 37 15,9 0,161
Fructosa (n=230) 124 | 53,9 53 23,0 0,248
Sindrome de Intestino Irritable (n=242) 42 17,4 17 7,0 0,740
Enfermedad Celiaca (n=164) 40 24,4 25 15,2 0,438
Enfermedad Inflamatoria Intestinal (n=252) 18 7,1 7 2,8 0,710
Enfermedad de Crohn (n=252) 5 2,0 3 1,2 1
Colitis Ulcerosa (n=252) 13 5,2 4 1,6 0,534
Gastritis (n=271) 53 19,6 21 7,7 0,461
Otras patologias gastrointestinales n % n % p-valor
Sobrecrecimiento bacteriano (n=102) 46 45,1 21 20,6 0,191
H. pylori (n=220) 42 19,1 22 10,0 1
Otras patologias (n=294) 44 15,0 12 4,1 0,357

Como se puede observar en la Figura 52, en los casos de malabsorcion a
carbohidratos la prevalencia fue muy superior en los pacientes parasitados en
comparaciéon con los no parasitados, aun asi, la asociacién entre las variables

estudiadas no fue significativa (Potencia estadistica (PE) = 99%).

El siguiente TGC mas frecuente en la poblacién de estudio fue la EC, con mayor
porcentaje de casos en el grupo parasitado (24,4%) frente al no parasitado (15,2%).
Seguido de la Gastritis cronica, con un 19,6% de pacientes en el Grupo Py un 7,7%
en el NP. Continuando con el SlI, con porcentajes similares del 17,4% en el grupo P
y del 7,0% en el NP. Y, por ultimo, la Ell con valores del 7,1% en el grupo Py 2,8% en
el NP, diferenciando la CU (5,2% y 1,6%, respectivamente), seguida de la E. Cr con
prevalencias mucho menores (2,0% y 1,2%, respectivamente). En ningln caso se

encontraron diferencias estadisticamente significativas (PE = 99%).
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Figura 52. Prevalencias de las intolerancias/malabsorciones a carbohidratos.

En cuanto a otras patologias gastrointestinales consideradas en el estudio, no se
encontré significancia estadistica al comparar entre el estado parasitolégico vy el
resto de las patologias estudiadas (Tabla 28). Aun asi, se dio una mayor
concentracion de casos en el caso del SIBO, con porcentajes del 45,1% en el grupo P
y del 20,6% en el grupo NP. Seguido por la infeccidn por H. pylori con prevalencias
mayores en el grupo P (19,1%) que en el grupo NP (10,0%). Y, por ultimo, la presencia

de otras patologias de interés con porcentajes del 15,0% y 4,1%, respectivamente.

Tabla 29. Prevalencias de enfermedades extraintestinales segln el estado parasitario

. . Grupo P Grupo NP
Enfermedades extraintestinales p-valor
n % n %

Otras enfermedades autoinmunes
(n=289)
Alergias (n=268) 54 20,1 36 13,4 0,225

58 20,1 21 7,3 0,184

Respecto a la presencia de enfermedades extraintestinales en la poblacién de
estudio, la Tabla 29 muestra una mayor prevalencia en el caso de los pacientes
parasitados que en los pacientes no parasitados, sin diferencias significativas entre

las variables (PE = 99%).
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Aun asi, la patologia con mayor porcentaje de casos en ambos grupos fue la
presencia de alergias, presentando porcentajes del 20,1% en el grupo P frente al
13,4% del grupo NP, seguido de la presencia de enfermedades autoinmunes con

porcentajes del 20,1% y 7,3%, respectivamente.

5.2. En funcién de la parasitacién por G.
intestinalis

Las prevalencias de las patologias gastrointestinales estudiadas en funcién de la
parasitacion por G. intestinalis se muestran en la Tabla 30. En general, se observa
una mayor distribucion de pacientes afectados por los diferentes TGC y otras
patologias en los pacientes parasitados por G. intestinalis (Giardia) en comparacion
con los pacientes no parasitados (Grupo NP).

Tabla 30. Prevalencias de TGC y otras patologias gastrointestinales segun la parasitacién
por G. intestinalis

Trastornos Gastrointestinales Cronicos Giardia Grupo NP
(TGC) n % n o Prvalor
Intolerancia/malabsorcion a carbohidratos
128 57,7 60 27,0 0,392
(n=222)
Lactosa (n=220) 88 40,0 37 16,8 0,190
Fructosa (n=217) 116 53,5 53 24,4 0,154
Sindrome de Intestino Irritable (n=232) 41 17,7 17 7,3 0,628
Enfermedad Celiaca (n=157) 37 23,6 25 15,9 0,416
Enfermedad Inflamatoria Intestinal (n=237) 17 7,2 7 3,0 0,673
Enfermedad de Crohn (n=237) 4 1,7 3 1,3 0,975
Colitis Ulcerosa (n=239) 13 5,4 4 1,7 0,437
Gastritis (n=256) 45 17,6 21 8,2 0,721
Otras patologias gastrointestinales n % n % p-valor
Sobrecrecimiento bacteriano (n=95) 41 43,2 21 22,1 0,169
H. pylori (n=206) 41 19,9 22 10,7 0,967
Otras patologias (n=279) 39 14,0 12 4,3 0,089
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El TGC con mayor distribucién de casos tanto en el grupo de parasitados por G.
intestinalis como en el de no parasitados sigue siendo la intolerancia/malabsorcién
a carbohidratos (57,7% y 27,0%, respectivamente). En la Figura 53, se pueden
observar los porcentajes de casos de las diferentes intolerancias/malabsorciones
estudiadas para ambos grupos, siendo muy superiores en aquellos pacientes

parasitados por G. intestinalis.

G. intestinalis ™ Grupo NP

57,7%
53,5%
40,0%
27,0% 24,4%
I 16,8% .
Carbohidratos Lactosa Fructosa

Intolerancia/Malabsorcién
Figura 53. Prevalencias de las intolerancias/malabsorciones presentes en los
pacientes con G. intestinalis y el grupo NP.
El resto de TGC presentaron una distribucién de casos inferiores (Tabla 30),
destacando a la EC, con un 23,6% en los pacientes parasitados por G. intestinalis y
un 15,9% en los no parasitados, el SIl (17,7% vs. 7,3%, respectivamente) y, con

valores similares, la gastritis (17,6% vs. 8,2%, respectivamente).

En lo referente a otras patologias gastrointestinales, los porcentajes de casos
también fueron superiores en los pacientes parasitados por G. intestinalis que en los
NP (Tabla 30), destacando la presencia de SIBO con porcentajes del 43,2% frente al

22,1%, respectivamente.
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Tabla 31. Prevalencias de enfermedades extraintestinales segln la parasitacién por
G. intestinalis

. . Giardia Grupo NP p-valor
Enfermedades extraintestinales
n % n %
Otras enfermedades autoinmunes
52 19,0 21 7,7 0,243
(n=274)
Alergias (n=253) 46 18,2 36 14,2 0,070

En el caso de las patologias extraintestinales (Tabla 31), se siguié el mismo patrdn,
destacando la mayor presencia de enfermedades autoinmunes en los pacientes

parasitados (19,0%) frente a los no parasitados (7,7%).

Sin embargo, en ningln caso se hallé una asociacion significativa entre la presencia

un TGC o patologia concreta y la parasitacion por el protozoo (PE=98-99%).

5.2.1. En funcién del genotipo y subgenotipo de G.
intestinalis

Debido a la baja frecuencia de pacientes parasitados por el genotipo B de G.
intestinalis en la poblacién de estudio (2/295) se descartaron los datos
correspondientes a dichos pacientes, no pudiendo conocer si existen diferencias
entre el subgenotipo A y B en cuanto a la posible asociacién con TGC u otras

patologias gastrointestinales y/o extraintestinales.
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Figura 54. Subgenotipos presentes en la poblacién parasitada por el genotipo
A de G. intestinalis.
No obstante, se realizd el analisis estadistico de los pacientes parasitados por los
diferentes subgenotipos del genotipo A del protozoo (n=50) para intentar identificar
una posible asociacion entre la presencia de los diferentes subgenotipos y de las
patologias estudiadas. No obstante, debido a la baja prevalencia de los casos de Al
(10,0%; 5/50) y a la elevada prevalencia del subgenotipo ambiguo Al/All (42,0%;
21/50), con porcentajes similares al All (48,0%; 24/50) (Figura 54), la potencia
estadistica del andlisis fue baja (27-33%) y los resultados no fueron concluyentes,
por lo que seria necesario un mayor nimero de casos o porcentajes mas elevados
de secuenciacion con subgenotipos conocidos para determinar la posible asociacion

entre las variables.

5.3. En funcidon de la parasitacion por
Blastocystis sp.

Las patologias gastrointestinales y extraintestinales mas frecuentes observadas en
funcién de la parasitacion por Blastocystis sp. pueden observarse en la Tabla 32 y

Tabla 33.
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Tabla 32. Prevalencias de TGC y otras patologias gastrointestinales segtn la parasitacion

por Blastocystis sp.
Trastornos Gastrointestinales Cronicos Blastocystis Grupo NP |
-valor
(TGC) n % n % E

Intolerancia/malabsorcion a carbohidratos

27 26,0 60 57,7 0,411
(n=104)

Lactosa (n=103) 21 20,4 37 35,9 0,048*
Fructosa (n=102) 23 22,5 53 52,0 0,405

Sindrome de Intestino Irritable (n=103) 7 6,8 17 16,5 0,912
Enfermedad Celiaca (n=80) 7 8,8 25 31,3 0,296
Enfermedad Inflamatoria Intestinal (n=114) 2 1,8 7 6,1 1
1
1

Enfermedad de Crohn (n=114) 0,9 3 2,6 1
Colitis Ulcerosa (n=114) 0,9 4 3,5 1
Gastritis (n=124) 13 10,5 21 16,9 0,244

Otras patologias gastrointestinales n % n % p-valor
Sobrecrecimiento bacteriano (n=44) 13 29,5 21 47,7 1
H. pylori (n=104) 6 5,8 22 21,2 0,442
Otras patologias (n=136) 11 8,1 12 8,8 0,128

*Diferencia estadisticamente significativa entre parasitados por Blastocystis y no parasitados.

Como se resume en las tablas mencionadas, en el caso de los pacientes parasitados
por el protista (Blastocystis) se halld una menor distribucién de casos, tanto en los
TGC como en las otras patologias gastrointestinales y extraintestinales estudiadas,
en comparacion con los pacientes no parasitados (Grupo NP). Esto puede ser debido
al bajo nimero de casos de pacientes parasitados por Blastocystis sp. (n=39) o
también seria posible que la presencia del protista no se encuentre relacionada con
el desarrollo de las patologias estudiadas o a que su patogenicidad se deba a

diferentes factores dependientes del hospedador, del microambiente intestinal, etc.

Como en el resto de los andlisis, los TGC mas frecuentes fueron las
intolerancias/malabsorciones a carbohidratos (Tabla 32), sin embargo, en este caso,
la distribucién de casos fue superior en el grupo de pacientes no parasitados (57,7%)

frente al grupo de parasitados por Blastocystis (26,0%).
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En la figura 55 se muestran las prevalencias de las diferentes
intolerancias/malabsorciones a carbohidratos en los grupos de pacientes
parasitados por Blastocystis sp. y de no parasitados, observdndose mayores
porcentajes en los NP. Esto sugiere que en el grupo de pacientes no parasitados las

intolerancias/malabsorciones se deban a otras causas diferentes del protista.

Blastocystis ® Grupo NP
57,7%

52,0%

35,9%

26,0%
20,4% 22,5%

Carbohidratos Lactosa Fructosa

Intolerancia/Malabsorcion
Figura 55. Prevalencias de las intolerancias/malabsorciones presentes en los
pacientes parasitados por Blastocystis sp. y en los NP.
Al analizar la relacion entre las variables: parasitacion por Blastocystis sp. y presencia
de intolerancia/malabsorcién a fructosa y lactosa, se hall6 una asociacién
significativa entre la presencia de IL y |a parasitacion por el protista (p-valor = 0,048;
OR = 2,60; IC 95% = 0,96-7,70; Cramer’s = 0,203), observandose una probabilidad
2,6 veces superior de que se desarrolle la IL en los pacientes parasitados (PE = 78-

85%).

El resto de TGC presentaron una distribucién de casos inferior en comparacion con
las intolerancias/malabsorciones (Tabla 32), enfatizando la baja distribucién de
casos parasitados por Blastocystis en el caso de patologias como el Sll (6,8%) o Ell

(1,8%).
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Respecto a las otras patologias gastrointestinales estudiadas (Tabla 32) destaca el
mayor porcentaje de casos en el SIBO en ambos grupos, con porcentajes superiores
en los pacientes no parasitados (47,7%) en comparacion con los parasitados por

Blastocystis (29,5%).

En el caso de las patologias extraintestinales (Tabla 33), se observa el mismo patrén,
con un numero de casos superior en los pacientes que no presentaron infeccion

parasitaria.

Tabla 33. Prevalencias de enfermedades extraintestinales segun la parasitacion

por Blastocystis sp.
. . Blastocystis Grupo NP
Enfermedades extraintestinales p-valor
n % n %

Otras enfermedades autoinmunes
(n=132)
Alergias (n=110) 11 10,0 36 32,7 0,478

13 9,8 21 15,9 0,149

Tras el andlisis estadistico entre el resto de patologias estudiadas, tanto TGC como
las otras patologias gastrointestinales o extraintestinales, y el estado de parasitacion
por Blastocystis, en ningln caso se demostrd una relacidn significativa (PE = 78-85%),

no pudiendo demostrar que el parasito sea el causante de las mismas.

5.3.1. En funcién del subtipo de Blastocystis sp.

Debido al bajo nivel de parasitacion por Blastocystis sp. (39/295) vy al bajo éxito de
subtipado posterior (23/39), la distribucidn de casos de las patologias estudiadas por
cada subtipo fue bajo. Aun asi, se realizd el analisis estadistico de todas las variables

segln el subtipo para intentar identificar una posible asociacion con cada patologia.

A modo de recordatorio, en la Figura 56 se muestran los porcentajes de parasitacién

por cada subtipo en la poblacion de estudio, siendo el més prevalente el ST2 (30,4%;
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7/23), seguido de los subtipos ST3 y ST4 (21,7%; 5/23), ST1 (17,4%; 4/23) y, por
altimo, ST6 (8,7%; 2/23).

mST1
mST2
mST3

ST4

mST6

Figura 56. Distribucion de los ST de Blastocystis entre la poblacién de estudio
(n=23).

La distribucion de casos de las patologias gastrointestinales y extraintestinales
estudiadas en funcion de los diferentes subtipos de Blastocystis sp. pueden
observarse en las Tablas 34 y 35. Debido al bajo nimero de pacientes agrupados en
cada subtipo de Blastocystis el nimero de casos para cada TGC y otras patologias
gastrointestinales fueron muy inferiores a las obtenidas en el andlisis de la
parasitacion general por Blastocystis (Tabla 34). Aun asi, en el caso de los pacientes
con TGC destaca una mayor concentracion de casos con presencia del subtipo ST2
en los pacientes con intolerancia/malabsorcion a carbohidratos (16,7%), con énfasis
en la IF (17,9%) y continuando con la IL (13,8%), ademas de en los pacientes con
gastritis (8,3%) y Sl (7,4%). El subtipo ST4, es el Unico subtipo presente en los
pacientes con EC parasitados por Blastocystis (12,5%). Por ultimo, el Unico subtipo
presente en pacientes con Ell fue el ST1 (6,7%), donde se encontrd una asociacion
significativa pese a la baja cantidad de casos entre ambas variables (p-valor=0,016).

Sin embargo, debido a la baja potencia estadistica del test (15-18%) no se podria
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asegurar que dicha asociacién sea real. Para comprobar que ocurre esta tendencia
serfa necesario un mayor tamafio muestral de pacientes parasitados por los

diferentes subtipos de Blastocystis.

Tabla 34. Distribucion de casos de TGC y otras patologias gastrointestinales en funcion
del subtipo de Blastocystis sp.

Trastornos ST1 ST2 ST3 ST4 ST6
Gastrointestinales p-valor
Crodnicos (TGC) ¥in %0 % 0% 0%

Intolerancia/malabsorcion
a carbohidratos (n=30)
Lactosa (n=29) 2 9 4 138 3 103 3 103 1 3,5 0,649
Fructosa (n=28) 2 74 5 179 4 143 3 10,7 1 3,6 0,268
Sindrome de Intestino
Irritable (n=27)
Enfermedad Celiaca
(n=24)
Enfermedad Inflamatoria
Intestinal (n=30)
Enfermedad de Crohn

S

100 5 16,7 4 133 3 10,0 1 3,3 0,343

1 37 2 74 0 00 1 37 1 3,7 0,852

0 o0 O 00 O 00 3 125 0 0,0 0,058

2 67 0 00 0 00 O 00 O 00 0016*

1 33 0 00 O 00 O OO O 0,0 0,242

(n=30)
Colitis Ulcerosa (n=30) 1 33 0 00 O OO0 O OO0 O 00 0,242
Gastritis (n=36) 128 3 83 2 56 1 28 0 00 0,831

Otras patologias
L. n % n % n % n % n % p-valor
gastrointestinales
Sobrecrecimiento
. 159 4 235 1 59 2 11,8 1 5,9 0,797
bacteriano (n=17)
H. pylori (n=30) 0O 00 1 33 0O 00 O 00 1 33 0,346
Otras patologias (n=38) 1 26 2 51 1 26 2 51 0,0 0,926

*Asociacion estadisticamente significativa entre un ST y una patologia.

o

Respecto a las otras patologias gastrointestinales estudiadas (Tabla 34), se observa
un mayor ndmero de casos con SIBO (23,5%) en los parasitados por el ST2, sin

destacar la presencia de otros subtipos en las otras patologias.

191



Resultados

Con la excepcidn de la asociacion encontrada entre la presencia del ST1 y la Ell, tras
el andlisis estadistico no se encontraron diferencias significativas entre las diferentes

patologias y la presencia de subtipos concretos de Blastocystis sp.

En cuanto a las patologias extraintestinales (Tabla 35), solamente destaca la
presencia del subtipo ST2 en pacientes con enfermedades autoinmunes (8,3%) y
alergias (5,6%). Como se esperaba, el andlisis estadistico tampoco rebeld una

asociacion significativa entre las variables.

Tabla 35. Distribucion de casos de enfermedades extraintestinales en funcién del subtipo de
Blastocystis
Enfermedades ST1 ST2 ST3 ST4 ST6
p-valor
extraintestinales n % n % n % n % n %

Otras enfermedades
. 2 56 3 83 1 28 1 28 1 28 0,713
autoinmunes (n=36)

Alergias (n=36) 1 28 2 56 1 28 0O 00 O 00 00911

Como se ha mencionado anteriormente, la potencia estadistica de los resultados
para conocer la asociacion entre los subtipos del parasito y los TGCy el resto de las
patologias estudiadas en relacion con el tamafio muestral (n=39) se encuentra entre
un 15-18%, porcentajes incluso inferiores que en el caso de los subgenotipos de G.
intestinalis. Existiendo probabilidades del 82—85% de no encontrar la asociacién

entre las variables deseada debido al pequefio tamafio muestral.
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6. ANALISIS DE LA ASOCIACION
PARASITOS-SINTOMATOLOGIA

En el siguiente apartado, se analiza la posible asociacién entre las infecciones

parasitarias y la sintomatologia, gastrointestinal y extraintestinal.

6.1. En funcién del estado parasitario

La sintomatologia gastrointestinal y extraintestinal que presenta la poblacién de

estudio en funcion del estado de parasitacion se muestra en las Figuras 57 y 58.

En la Figura 57 se muestra que, en general, la sintomatologia gastrointestinal esta
presente en un mayor porcentaje de casos en el grupo de pacientes parasitados
(Grupo P), siendo los valores muy superiores en comparacién con el grupo de

pacientes no parasitados (Grupo NP).

Los sintomas gastrointestinales mas prevalentes fueron el dolor abdominal (62,4%
en el grupo P en comparacion con el 28,8% del grupo NP), flatulencias (59,0 vs.
30,5%), distensién abdominal (56,6 vs. 28,8%), la presencia de grasa en heces (46,4
vs. 19,7%), la presencia de dispepsia (35,6 vs. 18,0%) y diarrea (33,6 vs. 18,0%), entre
otra sintomatologia con menor presencia. Sin embargo, al realizar el analisis
estadistico no se observé una asociacion significativa entre el las variables estar

parasitado y la sintomatologia estudiada (Figura 57) (PE = 99%).
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Figura 57. Prevalencia de la sintomatologia gastrointestinal presente en los
pacientes parasitados (grupo P) y no parasitados (grupo NP). abd.:

La frecuencia de deposiciones diarias en ambos grupos fue similar, con valores de
2,27 deposiciones al dia en el grupo Py de 2,17 en el grupo NP, con desviaciones

estandar de 1,44 y 1,32, respectivamente, sin encontrar diferencias estadisticas

abdominal.

significativas entre las variables (PE = 99%).

Sin embargo, cabe destacar que se encontré una asociacion estadisticamente
significativa entre la presencia de sintomatologia ciclica (sintomas gastrointestinales

exacerbados en periodos concretos de tiempo alternados con cierta normalidad) y
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la infeccion parasitaria (p-valor = 0,0002; OR = 2,57; IC 95% = 1,52-4,40; Cramer =
0,22), lo que implica una probabilidad 2,57 veces superior de sufrir esta condicion si

el paciente se encuentra parasitado (PE = 99%).

Respecto a la sintomatologia extraintestinal, existe una mayor presencia de estas
condiciones en los pacientes del grupo P frente a los pacientes del grupo NP (Figura

58), como ocurre en el caso de los TGC y otras patologias gastrointestinales.

iga croni 55,9%
Fatiga crénica 15.0%
érdi 34,6%
Pérdida de peso W
i 30,2%
Dolor articular 10,8%
icari 29,5%
Urticarias 10,8%
Migrafias F 19,7% ¥ Grupo P
0,
" H Grupo NP

A. hormonales 15,3%

7,8%

Figura 58. Prevalencia de los diferentes sintomas extraintestinales presentes
en los pacientes de los grupos Py NP.

Al realizar el andlisis estadistico de las multiples variables, se descubrié una
asociacion significativa entre los sintomas mas prevalentes y el estado parasitario,
por lo que la probabilidad de padecer la siguiente sintomatologia es mayor si el
paciente se encuentra parasitado: fatiga crénica (p-valor = 1,65e-06; OR = 3,85; IC
95% = 2,15-6,97; Cramer = 0,29), pérdida de peso acusada (p-valor = 0,0002; OR =
2,68;1C95% = 1,55-4,70; Cramer =0,22) y dolor articular (p-valor =0,045; OR = 1,70;
IC 95% =0,99-2,93; Cramer = 0,12) (PE = 99%).
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6.2. En funcién de la parasitacion por G.
intestinalis

La presencia de la sintomatologia estudiada, tanto gastrointestinal como
extraintestinal, en los pacientes parasitados por G. intestinalis (Giardia) en
comparacion con los no parasitados (Grupo NP) puede observarse en las Figuras 59

y 60.

En la Figura 59, se puede observar que la sintomatologia gastrointestinal, en general,
se presenta en un mayor numero de casos de pacientes parasitados por G.
intestinalis en comparacién con los pacientes no parasitados. Los sintomas mas
frecuentes en ambos grupos fueron el dolor abdominal (60,7% en los pacientes
parasitados frente al 30,4% de los NP), flatulencias (57,1 vs. 32,1%), distension
abdominal (55,0 vs. 30,4%), presencia de grasa en heces (45,7 vs. 20,7%), entre

otros, como ocurria con el total de pacientes parasitados y no parasitados.

Tras realizar el andlisis estadistico para conocer la relacion entre las variables
parasitado por G. intestinalis y presencia de cada sintoma gastrointestinal no se
obtuvo una asociacion significativa, excepto en el caso de la presencia de
sintomatologia ciclica (p-valor = 0,00016; OR = 2,70; IC95% = 1,57-4,62; Cramer’s =
0,23), siendo 2,7 veces mas probable que aparezca esta condicién en los pacientes

con giardiosis (PE = 98-99%).
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Figura 59. Prevalencia de la sintomatologia gastrointestinal presente en los
pacientes parasitados por G. intestinalis y los no parasitados (grupo NP). abd.:

abdominal.

La media de frecuencia de deposiciones diaria fue similar en los pacientes positivos
por G. intestinalis y en los NP, con valores medios de 2,22 y 2,17 deposiciones al dia
respectivamente, y desviaciones estandar de 1,32 y 1,44, no encontrando

diferencias estadisticas significativas entre los grupos.
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Respecto a la sintomatologia extraintestinal, ocurre de igual manera que en la
sintomatologia gastrointestinal, los pacientes parasitados por el protozoo presentan
una distribucion de casos mucho mayor en todos los casos en comparacién con el

grupo NP (Figura 60).

Fatiga crénica D 20 0% 55,4%
Pérdida de peso B 10,0% 33,6%
Dolor articular Y 29,3%
Urticarias R T 29,3%
Migrafas B 7% 18,9% Giardia ™ Grupo NP
15,0%

A. hormonales ﬁ

Figura 60. Prevalencia de los diferentes sintomas extraintestinales presentes
en los pacientes parasitados por G. intestinalis y los NP. A. hormonales:
alteraciones hormonales.
Al realizar el analisis estadistico entre las variables: presencia de sintomatologia
extraintestinal y parasitacion por G. intestinalis, se obtuvo una asociacién
significativa en el caso de la fatiga crdnica, la pérdida de peso, el dolor articular vy la
presencia de urticarias. La fatiga o cansancio crénico fue el sintoma extraintestinal
que se asocio con mayor fuerza (Test de Cramer = 0,3) con la presencia del parasito
(p-valor = 4,65e-07; OR = 4,3; IC 95% = 2,34-7,95), contando con una probabilidad
4,3 veces superior en pacientes infectados por G. intestinalis que en los no
parasitados. Continuando con la presencia de una asociacién entre el estar
parasitado por el protozoo y la pérdida acusada de peso (p-valor = 0,00024; OR =
2,7;1C 95% = 1,53-4,70; Cramer = 0,22), siendo la presencia de esta condicién 2,7

veces superior en los pacientes con giardiosis que en los NP. Ademads, se observd
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una asociacién entre el dolor articular con la presencia del protozoo, siendo 1,7
veces mas probable en estos pacientes que en los no parasitados (p-valor = 0,05; OR
=1,7; IC 95% = 0,98-2,93; Cramer = 0,12). Y, por ultimo, también se hallé una
pequefia asociacion (Cramer = 0,12) entre la infeccidn por el protozoo y la presencia
de urticarias recidivantes de origen no alérgico, localizadas en extremidades en la
mavyoria de los casos (p-valor = 0,05; OR = 1,7; IC 95% = 0,98-2,93), siendo esta
condicidon 1,7 veces superior en los pacientes parasitados que en los NP. (PE = 98% -

99%).

La presencia de los sintomas que han resultado significativos en el andlisis
estadistico: fatiga crdnica, pérdida de peso acusada, dolor articular, urticarias y
presencia de sintomatologia ciclica, son caracteristicos de la infeccién por G.
intestinalis y podrian orientar al personal sanitario en la practica clinica para la

sospecha de la giardiosis.

6.2.1. En funcién del genotipo y subgenotipo de G.
intestinalis

Al igual que en el punto 5.2.1. de la presente tesis doctoral, se descartd la
participacion de los 2 pacientes parasitados por el genotipo B de G. intestinalis en el
andlisis estadistico, siendo imposible conocer la presencia de diferencias entre los 2
genotipos hallados en la poblacion de estudio. No obstante, se realizd el analisis
estadistico de los pacientes parasitados por los diferentes subgenotipos del genotipo
A, para comprobar si existe una asociacion entre ellos y la presencia de

sintomatologia gastrointestinal y/o extraintestinal.

En la Figura 61 se muestra la distribucion de casos con presencia de sintomatologia

gastrointestinal en funcion de los diferentes subgenotipos del genotipo A de G.

199



Resultados

intestinalis (n=50). En general se observa una mayor prevalencia de sintomatologia
gastrointestinal en los pacientes parasitados por el subgenotipo All (Figura 61),
siendo los sintomas predominantes el dolor abdominal (44,0%), la distension
abdominal y flatulencias (40,0%), presencia de grasa en heces (34,0%) y dispepsia
(32,0%), entre otros. Los sintomas mas frecuentes en el caso del subgenotipo
ambiguo Al/All fueron los mismos que en el caso del All, pero con porcentajes
ligeramente inferiores: dolor abdominal (38,0%), distension abdominal (36,0%),
flatulencias (34,0%) y presencia de grasa en heces (30,0%), destacando, en
contraposicién, prevalencias ligeramente superiores en la presencia de diarrea
(24,0% en el Al/All frente al 16,0% en el All), eructos (10,0 vs. 4,0%) y nauseas (4,0
vs. 2,0%). En el caso del subgenotipo Al, las prevalencias fueron muy inferiores al
resto debido al bajo numero de casos (n=5). Respecto a la presencia de
sintomatologia ciclica se observé una mayor frecuencia en los pacientes parasitados
por el subgenotipo All (32,0%), seguido del Al/All (22,0%) y, en menor porcentaje, el
Al (2,0%) (Figura 61).

Aun observando a simple vista las diferencias en la presencia de sintomatologia
gastrointestinal en los pacientes parasitados por los diferentes subgenotipos, el

analisis estadistico no reveld ninguna asociacién significativa entre las variables.

La media de frecuencia de deposiciones diaria fue similar en los pacientes con los
subgenotipos All y Al/All de G. intestinalis, con valores medios de 2,16 deposiciones
al dia en los pacientes con All y de 2,25 en el Al/All, con desviaciones estandar de
0,93 y 1,19 respectivamente. En el caso de los pacientes parasitados con el
subgenotipo Al, la media de deposiciones diarias fue de 1,7, con una desviacion
estandar de 1,4, menor al resto de los subgenotipos. En ningldn grupo se obtuvieron

diferencias significativas.
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Figura 61. Prevalencia de la sintomatologia gastrointestinal en la poblacion de
estudio segln el subgenotipo de G. intestinalis. abd.: abdominal.
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En la Figura 62 se puede observar la distribucién de casos con sintomatologia
extraintestinal en funcién de los subgenotipos de G. intestinalis, encontrando un
patron similar al caso de la sintomatologia gastrointestinal entre los diferentes
subgenotipos identificados, con porcentajes superiores, en general, en los casos
parasitados por el subgenotipo All, seguido por aquellos parasitados con el Al/All y,

por ultimo, por el Al

46,0%
Fatiga crénica 38,0%
8,0%
32,0%
Urticarias - 14,0%
10,0%
24,0%
Pérdida de peso — 26,0%
2,0%
24,0%
Dolor articular 14,0%
4,0%
16,0%
Migrafias —T,O%
()
2,0% All mAI/All mAl
10,0%

A. hormonales . 4,0%
4,0%

Figura 62. Prevalencia de los sintomas extraintestinales presentes en la
poblacién de estudio segln el subgenotipo de G. intestinalis. A. hormonales:
Alteraciones hormonales.
Tras el andlisis estadistico de las variables no se obtuvo una asociacion estadistica
significativa entre la mayoria de sintomas y la parasitacién por un subgenotipo
concreto, exceptuando en el caso de la presencia de urticarias, hallando diferencias
significativas entre los subgenotipos All (p-valor = 0,001) y Al/All (p-valor = 0,004)
respecto al subgenotipo Al, pero no entre los subgenotipos All y Al/All. Aun asi,
debido a la baja potencia estadistica del test (27-33%) no se podria asegurar que la

asociaciéon obtenida entre e los subgenotipos All y Al/All y el sintoma urticarias sea
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real. Para ello, se necesitarian obtener resultados de secuenciacion mas elevados
entre la poblacidn parasitada por G. intestinalis y disponer de un mayor nimero de

pacientes que portaran cada subgenotipo.

6.3. En funcién de la parasitacion por
Blastocystis sp.

En el caso de la parasitacion por Blastocystis sp. en relacion con la sintomatologia
descrita (Figuras 63 y 64), se puede observar una distribucién de casos superior en
el caso del grupo NP en comparacion con los parasitados por el protista

(Blastocystis), como ocurre en el andlisis de los TGC y patologias asociadas.

En la Figura 63 se muestran los porcentajes de los pacientes que presentan los
diferentes sintomas gastrointestinales en funcién de la parasitacion por Blastocystis
y la ausencia de parasitacion (Grupo NP). Los sintomas con mayor prevalencia en
ambos grupos fueron las flatulencias (65,7% en los pacientes NP frente al 27,0% de
los parasitados por Blastocystis), dolor abdominal (62,0 vs. 27,7%), distension
abdominal (62,0 vs. 22,6%), presencia de grasa en heces (42,3 vs. 18,2%) y diarrea
(38,7 vs. 19,7%), entre otros.

Tras el analisis estadistico, no se hallaron diferencias estadisticamente significativas
entre la mayoria de variables, no pudiendo asociar la infeccién parasitaria por
Blastocystis con la presencia de los sintomas gastrointestinales estudiados, con la
excepcion de la presencia de sintomatologia ciclica, en la que se encontrd una
asociacion en el limite de significacion, siendo esta 2,1 veces mas probable en los
pacientes parasitados por el protista que en los pacientes NP (p-valor = 0,056; OR =

2,1;1C95% =0,92-4,8; Cramer’s =0,12) (PE = 78-85%).
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Figura 63. Prevalencia de la sintomatologia gastrointestinal presente en los
pacientes parasitados por Blastocystis y los NP. abd.: abdominal.

La media de la frecuencia de deposiciones diaria fue similar en los pacientes

positivos y negativos de Blastocystis sp., con valores de 2,36 deposiciones al dia en

los pacientes parasitados y de 2,17 en los NP, con desviaciones estandar de 1,44 y
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1,32, respectivamente. En este caso tampoco se encontraron diferencias

estadisticas significativas entre las variables.

Respecto a la sintomatologia extraintestinal presente en la poblacién de estudio
(Figura 64), se observé un patrén similar que en el caso de la sintomatologia
gastrointestinal, donde la distribucién de casos de los pacientes no parasitados fue

mucho mayor que la de pacientes parasitados por Blastocystis.

Fatiga cronica WA —— 10,9%

23,4%
Dolor articular _14,6% 23,4%
Urticarias * 23,4%
Pérdida de peso —14,6% 20,4%
Migrafias . 66% 1o B Grupo NP = Blastocystis
A. hormonales —T 16,8%

Figura 64. Prevalencia de la sintomatologia extraintestinal presente en los
pacientes parasitados por Blastocystis y los no parasitados (grupo NP). A.
hormonales:

Al realizar el analisis estadistico de las variables: parasitacién por Blastocystis y la
presencia de la sintomatologia extraintestinal, se revelaron diferencias significativas
en los siguientes sintomas: Fatiga crdnica, asociandose de forma significativa con la
presencia de Blastocystis con una probabilidad 3,4 veces superior en comparacion
con la ausencia de parasitacion (p-valor = 0,006; OR = 3,4; IC 95% = 1,31-10,03;
Cramer’s = 0,235). Dolor articular (p-valor = 0,05; OR = 2,15; IC 95% = 0,95-4,95;
Cramer = 0,122), cuya asociacion con el protista fue 2,15 veces superior en

comparacion con el grupo no parasitado. Y, por ultimo, la pérdida de peso (p-valor
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=0,017; OR =2,61; IC 95% = 1,14-6,06; Cramer = 0,215), que se dio 2,61 veces mas

en los pacientes parasitados que en los no parasitados (PE = 78—-85%).

6.3.1. En funcién del subtipo de Blastocystis sp.

Las prevalencias de la sintomatologia estudiada en relacién con la parasitacién por
los diferentes subtipos de Blastocystis sp. se puede observar en las Figuras 65, 66 y

67.

La sintomatologia intestinal presente en los pacientes parasitados por cada subtipo
se muestra en la Figura 65, destacando una mayor distribucion de casos parasitados
por el ST2 en la sintomatologia en general, siendo los sintomas con mayores
porcentajes, el dolor abdominal y flatulencias (18,0% cada uno), distension
abdominal (12,8%) y diarrea (10,3%). Los siguientes subtipos con mayor nimero de
casos entre los diferentes sintomas fueron el ST3 y ST4, con porcentajes inferiores
en comparacioén con el subtipo ST2 y sin destacar su presencia en pacientes con una
sintomatologia concreta. A continuacion, se encontrd una menor distribucién de
casos parasitados con el subtipo ST1 vy, por ultimo, el ST6. La presencia de
sintomatologia ciclica fue mayor en aquellos pacientes parasitados por los subtipos

ST2 y ST1 (10,3%) (Figura 65).
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Figura 65. Prevalencia de la sintomatologia intestinal presente en la
poblacién de estudio segln el subtipo (ST) de Blastocystis sp.
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En ningln caso se encontrd una asociacion estadisticamente significativa entre un
subtipo concreto del pardsito y la presencia de sintomatologia intestinal, para ello
serfa necesario conseguir una potencia estadistica mayor (15-18%) aportando un

mayor numero de pacientes parasitados por cada subtipo.

En cuanto a la media de la frecuencia de deposiciones diarias fue similar en todos
los casos, con valores de 1,96 deposiciones al dia en los pacientes parasitados por el
ST2 (DE=1,18), 1,90 en el ST3 (DE=1,34) y 2,45 en el ST4 (DE=1,42), con la excepcién
de una media de 4 deposiciones diarias en el caso del ST1 (DE=1,41). El subtipo ST6
no se incluyé en el andlisis estadistico debido al bajo porcentaje de parasitacién. En

ningun caso los resultados fueron relevantes al realizar el analisis estadistico.

En el caso de la sintomatologia gastrica (Figura 66), las prevalencias siguen el mismo
patrén, encontrando una distribucion de casos superior del subtipo ST2 en
sintomatologia como dispepsia (15,4%) y ardor (10,3%). Sin embargo, en el caso del
sintoma sabor metalico se observé un mayor nimero de casos del ST3 (5,1%) y los
vomitos solamente se dieron en pacientes parasitados por el ST3 y ST6 (2,6%). En
ningln caso se obtuvieron resultados estadisticamente significativos que destacaran

una asociacion entre las variables.
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Figura 66. Prevalencia de la sintomatologia gastrica presente en la poblacién
de estudio segun el subtipo (ST) de Blastocystis sp.
Respecto a la sintomatologia extraintestinal (Figura 67), el ST2 siguié destacando con
un numero superior de casos en todos los sintomas, destacando en la presencia de
una pérdida de peso acusada (12,8%), urticarias (10,3%) y fatiga crénica o cansancio

(12,8%), en esta Ultima se encontrd el mismo porcentaje en aquellos pacientes
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parasitados por el ST3. El siguiente subtipo con mayor distribucion de casos fue el

ST4, con porcentajes inferiores al ST2 en todos los casos.

5,1%
12,8%
Fatiga crénica 12,8%
10,3%
_ 5,1%
Pérdida de 12,8%
peso _— 7,7%
10,3%
Dolor articular
ﬁ 10,3%
2,6%
2,6%
10,3%
Urticarias 2,6%
2,6%
B 2.6% usT1
2,6%
5,1% uST2
A. hormonales 2,6%
5,1%
B 2% msT3
5,1% wsT4
Migranas
. 2,6% u ST6

0,0%

Figura 67. Prevalencia de la sintomatologia extraintestinal presente en la
poblacién de estudio segln el subtipo (ST) de Blastocystis sp. A. hormonales:
alteraciones hormonales.

No obstante, tampoco se pudo demostrar mediante el andlisis estadistico una
asociacion entre la infeccion por subtipos concretos y la sintomatologia

extraintestinal.
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7. ANALISIS DE LOS FACTORES DE
RIESGO DE PARASITOS INTESTINALES

A continuacidn, se detallan los factores de riesgo de una posible parasitacion por los
protistas estudiados en la poblaciéon de estudio y se analiza estadisticamente la

relacion entre las diferentes variables.

Los factores hacen referencia al propio estilo de vida y/o habitos de los pacientes
gue puedan aumentar las probabilidades de una existente infeccion parasitaria.
Entre ellos se incluye una profesién de riesgo (aquella con contacto directo con
personas o animales, y/o sus fluidos bioldgicos), consumo de frutas y verduras de
cultivo ecoldgico (alimentacion ecoldgica), contacto frecuente con animales, viajes
a paises endémicos, contacto habitual con nifios y/o discapacitados y el tratamiento

crénico con omeprazol.

La prevalencia de los diferentes factores de riesgo segun el estado parasitoldgico de
todos los pacientes de estudio se muestra en la Tabla 36. Los pacientes que no
aportaron la informacién necesaria fueron descartados en el analisis de las

diferentes variables.

Tras el andlisis estadistico de todas las variables respecto a la presencia o ausencia
de parasitos intestinales se determind que el Unico factor de riesgo en el que se
aprecié una pequefia asociacién significativa fue el contacto habitual de los
pacientes estudiados con nifios y/o discapacitados (p-valor =0,019; OR = 2,43; 1C95%
= 1,14-5,43; Cramer = 0,185), por lo que estar en contacto frecuente con estas
personas aumenta la probabilidad en 2,43 veces de adquirir una infeccién parasitaria

intestinal (PE = 99%).
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Tabla 36. Analisis de los factores de riesgo en funcion del estado parasitario

. Grupo P Grupo NP
Factores de Riesgo p-valor
n % n %

Profesion de riesgo (n=103) 41 39,8 9 8,7 0,917
Alimentacién ecoldgica (n=127) 15 11,8 2 1,6 0,149
Agua no embotellada (n=75) 6 8,0 0 0,0 1
Contacto con animales (n=80) 43 53,8 11 13,8 0,091
Viajes a paises endémicos (n=154) 37 24,0 18 11,7 1
Contacto nifios/discapacitados (n=179) 50 27,9 13 7,3 0,019*
Omeprazol crénico (n=284) 28 9,9 11 3,9 0,713

*Diferencia estadisticamente significativa entre parasitados y no parasitados.

Al realizar el analisis estadistico entre los multiples factores de riesgo y la presencia
de infeccion en funcién de la especie pardsita, solamente se observd una asociacion
significativa en aquellos pacientes parasitados por G. intestinalis con contacto
frecuente con nifios o personas discapacitadas (p-valor=0,018; OR=2,4; IC95%=1,10-
5,33; Cramer=0,163), por lo que el contacto frecuente con estos grupos de poblacion
aumenta la probabilidad en 2,4 veces de adquirir una infeccidn parasitaria producida

por G. intestinalis (PE = 98-99%).

En cuanto al analisis de la asociacion entre la parasitacion por Blastocystis sp. y sus
subtipos y los diferentes riesgos parasitolégicos, no se obtuvo ningun resultado
estadisticamente significativo, debido, seguramente, a la baja frecuencia de

parasitacion de la poblacidn de estudio por el protista.
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1. FRECUENCIA DE PARASITACION Y
ESPECTRO DE ESPECIES

Uno de los objetivos de la tesis doctoral consistia en determinar la prevalencia de
parasitacion intestinal en los 295 pacientes incluidos con TGC u otras patologias y/o
sintomatologia intestinal y/o extraintestinal crénica. Para ello, se realizé el andlisis
parasitologico mediante los diferentes métodos diagndsticos descritos obteniendo
una prevalencia de parasitacion total del 67% (197/295), porcentaje de pacientes
gue formarian parte del grupo P o pacientes parasitados. Este resultado demuestra
la elevada tasa de parasitosis intestinales no diagnosticadas en poblacion con

problemas gastrointestinales crénicos.

Comparando los datos con la literatura cientifica se puede observar que el resultado
obtenido es muy superior a los mostrados en estudios publicados. Por ejemplo, el
grupo de Zdero y colaboradores (1997) obtuvo una prevalencia de parasitacién del
28,6% en los 185 pacientes con presencia diarrea y/o TGC. Conviene recalcar que en
dicho estudio se emplearon solamente métodos coproldgicos mediante
microscopia, sin contar con técnicas de diagndstico inmunoldgico o biologia
molecular, lo que daria lugar a una menor deteccion parasitaria. Ocurre lo mismo en
el estudio del afio 2002 realizado por Bujanda y colaboradores en Guatemala en el
gue participaron 59 pacientes con trastornos funcionales digestivos como el SlI,
sindrome dispéptico, etc. donde se obtuvo una prevalencia de parasitacion del 22%,
resultado similar al estudio realizado por Zdero y colaboradores (1997) debido a que

utilizaron métodos diagndsticos similares.

Otro estudio mas reciente realizado por Trelis y colaboradores (2019) en pacientes

de la Comunidad Valenciana con sintomatologia gastrointestinal crénica compatible
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con intolerancia/malabsorcidon a los carbohidratos lactosa y fructosa obtuvo
prevalencias de parasitacion del 42%, porcentaje mas elevado que los mostrados en
los dos estudios anteriores pero inferior al obtenido en este estudio. En este caso,
los métodos parasitologicos fueron similares a los empleados en la presente tesis
doctoral, exceptuando la aplicacién de técnicas moleculares, lo que explicaria el

aumento de la sensibilidad en la deteccién parasitaria.

En cuanto al espectro de especies parasitas halladas en la poblacion estudiada,
encontramos mas frecuentemente a protistas intestinales con ciclos de vida
monoxenos, con una via de transmisiéon sencilla y que cominmente se realiza de
forma directa mediante el contacto directo con personas o animales infectados
(zoonosis) o sus excrementos, o de forma indirecta, mediante la ingestion de agua o

alimentos contaminados con materia fecal, como frutas y verduras.

Centrandonos en las especies parasitas con mayor relevancia en los pacientes
estudiados, G. intestinalis fue el pardsito mas prevalente, con un porcentaje de
parasitacion del 61,7%, dato muy superior a los determinados en estudios similares
realizados en pacientes con TGC y/o sintomatologia gastrointestinal crénica. En
concreto, en el estudio realizado por Grazioli y colaboradores (2006) en el que
participaron 137 pacientes italianos que presentaban patologias gastrointestinales,
como SlI, intolerancia a lactosa, dispepsia, EC, Ell, etc., se encontrd un porcentaje de
parasitacion por este protozoo del 6,5%, valor muy inferior al obtenido en este
estudio. En este caso, la baja prevalencia de G. intestinalis detectada por Grazioli y
colaboradores (2006) pudo deberse a que las técnicas diagndsticas empleadas se
basaron en la busqueda directa de las formas parasitas, el examen histoldgico y
deteccidn de coproantigenos en muestras de biopsias duodenales y heces, dejando

de lado los métodos de deteccién de anticuerpos y los moleculares.
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Por otro lado, Fouad y colaboradores (2014) estudiaron la presencia de G. intestinalis
en 120 pacientes egipcios con sintomatologia inespecifica que catalogaron como
dispepsia cronica, encontrando porcentajes de parasitacion por el protozoo del
15,8%, porcentaje superior al mostrado por Grazioli y colaboradores (2006) pero
muy inferior al obtenido en la presente tesis doctoral. En este caso, el aumento de
la prevalencia del parasito respecto al estudio anterior pudo deberse al empleo de
una PCR convencional con el gen tpi como diana, ademas, de las técnicas
convencionales, sin llegar a la sensibilidad obtenida en la presente tesis doctoral

gracias a los métodos empleados como la gPCR y el ELISA indirecto.

Por ultimo, en el estudio, mencionado anteriormente, realizado por Trelis y
colaboradores (2019) se obtuvo una prevalencia de G. intestinalis del 24,5%,
porcentaje inferior al obtenido en el presente estudio, pero superior al del resto de
trabajos revisados. En este caso, se emplearon métodos diagnodsticos de deteccion
directa del pardsito, deteccidén de antigenos y de anticuerpos, pero no se realizdé PCR
convencional o a tiempo real, lo que explicaria la mayor prevalencia obtenida
respecto a la de articulos anteriormente mencionados, y la menor prevalencia

respeto a la obtenida en la presente tesis doctoral.

El protista Blastocystis se hall6 en menor porcentaje que en el caso de G. intestinalis,
con una prevalencia del 13,2%, valor similar a los obtenidos por Toro y colaboradores
(2018) en su estudio realizado en nifios diagnosticados de dolor abdominal crénico
en México, y por Trelis y colaboradores (2019), con valores de 13% y 12,6%,
respectivamente. En el presente estudio, el resultado de la frecuencia de
Blastocystis se esperaba que resultara superior a los estudios mencionados, como
ocurria con el pardsito anterior, debido a que ninguno de éstos empled métodos de
PCR para su diagndstico, centrandose Unicamente en las diferentes técnicas de

visualizacion mediante microscopia dptica.
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En contraposicidn, algunos estudios recientes, realizados en pacientes sintomaticos,
muestran una prevalencia del protista bastante mas elevada que la obtenida en la
presente tesis doctoral, como es el caso del estudio realizado por Shirvani y
colaboradores (2020) en Irdn, que muestra una prevalencia del parasito del 24.5%
en pacientes con sintomatologia gastrointestinal inespecifica, Sll, Ell y presencia de
urticarias. En este caso, los métodos de diagndstico fueron similares a los empleados
en este estudio, pudiendo indicar una mayor prevalencia de Blastocystis en dicho
pais debido a los diferentes habitos y estilo de vida de la poblacion, o a unas
condiciones higiénico-sanitarias menos cuidadas, tal y como reflejan diversos
estudios (Heidari & Rokni, 2003; Tappe et al., 2011; Barkhori et al., 2016; Shaker et
al., 2019; Abbaszadeh et al., 2020).

En los Paises Bajos, de Boer y colaboradores (2019), observaron un porcentaje de
parasitacion por Blastocystis del 25,8% en pacientes con sintomatologia
gastrointestinal obtenido mediante gPCR, lo que explica la mayor prevalencia del
protista debido a la mayor sensibilidad de la técnica en comparacion con la PCR
convencional utilizada en el presente estudio. No obstante, la prevalencia del
pardsito en este estudio fue considerablemente superior en el grupo control
conformado por individuos sanos (40%), por lo que sus autores no pudieron
demostrar una asociacién entre Blastocystis y la presencia de sintomas
gastrointestinales e, incluso, hipotetizaron que podria formar parte de una
microbiota intestinal rica y sana, como sugieren otros trabajos en la literatura
cientifica (Tungtrongchitr et al., 2004; Scanlan et al., 2014; Krogsgaard et al., 2015;
Audebertetal., 2016; Nieves-Ramirez et al., 2018; Stensvold & van der Giezen, 2018;
Mardani et al., 2019; Gabrielli et al., 2020a; Stensvold et al., 2020). Sin embargo,
para corroborar esta hipdtesis, hubiera sido necesario disponer de un grupo control

con pacientes sanos y comparar las frecuencias del parasito entre ambos grupos.
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Respecto a la prevalencia del resto de especies parasitas halladas en la poblacién de
estudio, la baja prevalencia obtenida en cada una de ellas fue similar a la descubierta
por otros estudios realizados en poblacion espafiola (Chover et al., 2010; Salvador
et al., 2016; Ocafia-Losada et al., 2018; Trelis et al., 2019) indicando que las especies
analizadas no son frecuentes en paises industrializados encontrandose en mayor
medida en pacientes inmigrantes procedentes de paises en desarrollo asociadas a
una deficiente calidad del agua o a la falta de higiene alimentaria. No obstante, en
el estudio realizado en escolares por Chover y colaboradores (2010) en Valencia, se
observé una mayor prevalencia del helminto Enterobius vermicularis (10,4 vs. 1,4%
en el presente estudio), demostrando la mayor frecuencia de este pardsito en

estudios con predominio de poblacién infantil.

La prevalencia de parasitacion general en funcidon del sexo no presentd diferencias
significativas, con porcentajes de parasitacion ligeramente superiores en los
pacientes masculinos (68,4%) que en los femeninos (66,2%), aun siendo mucho
mavyor la participacion de individuos femeninos como ocurre en otros estudios con
pacientes con TGC y/o sintomatologia (Bujanda et al., 2002; Azcona-Gutiérrez et al.,

2017; Trelis et al., 2019).

En el caso de la parasitacién por G. intestinalis, el protozoo mas prevalente, se dio
una mayor distribucion de casos del sexo femenino (63% vs. 58,2%) pero sin
diferencias significativas entre sexos, como se reporta en otros estudios como el de
Azcona-Gutiérrez y colaboradores (2017). Al contrario, en el caso de Blastocystis la
parasitacion fue ligeramente superior en los pacientes del sexo masculino (16.5% vs.
12%), como se ha reportado en estudios previos (Salvador et al., 2016; Ocafia-Losada
et al., 2018). Respecto al resto de especies parasitas, se halldé una asociacion
significativa con el sexo, indicando una mayor presencia de estas especies en

pacientes masculinos (7,6% frente al 2,3% del sexo femenino), pudiendo ser debido
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a los diferentes habitos higiénicos entre ambos grupos, tal y como reflejan diversos
estudios (Zuk & McKean, 1996; Krasnov & Matthee, 2010; McClelland & Smith,
2011).

La prevalencia de parasitacion no presentd diferencias significativas entre los grupos
de edad establecidos, ni en cuanto a la frecuencia de la infeccidon ni en las especies
parasitas. Los pacientes con edades comprendidas entre los 20 y 30 afios
presentaron una mayor parasitacion general y una mayor distribucién de casos de
giardiosis, con resultados similares al estudio realizado por Azcona-Gutiérrez y
colaboradores (2017). No obstante, en el estudio realizado por de Boer y
colaboradores (2019), la mayor proporcion de casos parasitados por G. intestinalis
se dio en el grupo de edad entre los 15 y 20 afios. En el caso de Blastocystis, cabe
destacar que se dio una mayor distribucion de casos en aquellos pacientes con
edades superiores a los 50 afios, aunque no fue significativa, apoyando la hipdtesis
de que el protista se asocia con la edad y su presencia es mas frecuente en la
poblacion adulta (Engsbro et al., 2014; Andersen & Stensvold, 2016; de Boer et al.,
2019; Delshad et al., 2020).

En el presente estudio destaca de forma significativa la infeccién por una sola
especie o monoparasitismo (84,8%), producida integramente por los protistas G.
intestinalis y Blastocystis, quedando el multiparasitismo, o la infeccién por 2 o mas
especies, relegado a valores inferiores (15,2%), donde primd la coinfeccién por los
dos protistas mencionados en un 9,13% de los casos parasitados. Los resultados
hallados concuerdan con los datos obtenidos en estudios realizados en poblacién
espafiola con TGC y/o sintomatologia gastrointestinal, como es el caso del estudio
realizado por Azcona-Gutiérrez y colaboradores (2017), donde obtuvieron datos de
monoparasitismo por G. intestinalis del 80,2%, y de multiparasitismo del 8,5%, con

un predominio de coinfeccidn entre Giardia y Blastocystis o Cryptosporidium spp. Lo
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mismo ocurre en el caso del estudio realizado por Trelis y colaboradores (2019), con
tasas de multiparasitismo del 6,3% en el que se dan coinfecciones entre las especies
G. intestinalis, Blastocystis sp., Cryptosporidium parvum, Endolimax nana,
Entamoeba coli, Entamoeba hartmanni, y lodamoeba buetschlii, en forma de

infeccidn doble e, incluso, triple, como ocurre en el presente estudio.

Sin embargo, en estudios realizados en pacientes sintomaticos procedentes de
paises endémicos se dan mayores tasas de multiparasitismo, ampliando también el
espectro de especies parasitas. Un ejemplo es el estudio realizado por Ocafia-Losada
y colaboradores (2018) donde la presencia de infecciones multiples asciende al 57%
y las especies implicadas incluyen protozoos (Complejo Entamoeba, Endolimax nana
y G. intestinalis) y helmintos (S. stercoralis, Ancylostoma spp. y Schistosoma spp.).
Otro estudio en el que se dan mayores tasas de multiparasitismo es el realizado por
Hamdy y colaboradores (2020), donde se dio un porcentaje de casos de
multiparasitados del 34,4%, primando la coinfeccién entre G. intestinalis y

Blastocystis (20%) con un valor superior al obtenido en la presente tesis doctoral.
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2. COMPARACION ENTRE  METODOS
DIAGNOSTICOS

Como se ha mencionado anteriormente, es posible que la presencia de G. intestinalis
pase desapercibida en pacientes con infecciones cronicas al realizar el diagnéstico
mediante las técnicas convencionales, debido a la baja sensibilidad de la técnica, a
la emisidn intermitente de quistes y a la baja carga parasitaria en heces. Por ello,
para evitar los falsos negativos se emplearon, ademas, técnicas indirectas, dirigidas
a la deteccién de anticuerpos frente al parasito en el hospedador, y las mas sensibles

disponibles para muestras fecales.

En el presente estudio, se obtuvo una prevalencia de G. intestinalis del 4,4%
mediante coprologia convencional, en la que se realizé el andlisis de tres muestras
de heces concentradas por microscopia Optica para la busqueda de quistes o
trofozoitos del pardsito. Este resultado concuerda con diferentes estudios realizados
en pacientes con TGC o sintomatologia intestinal llevados a cabo en paises europeos,
como es el caso del estudio realizado por Trelis y colaboradores (2019), en pacientes
con intolerancia/malabsorcién a lactosa y/o fructosa, que obtuvo una prevalencia de
parasitacion por G. intestinalis del 4,8% mediante microscopia éptica. En el caso del
estudio realizado por Grazioli y colaboradores (2006) en pacientes con TGC como
Sll, IL, EC, dispepsia, etc., la prevalencia fue ligeramente superior debido al analisis
de tres tipos de muestras bioldgicas (heces y aspirado y biopsias duodenales),
obteniendo porcentajes del 6,4%. Sin embargo, suelen encontrarse prevalencias
superiores mediante esta técnica en estudios realizados en paises tropicales y
subtropicales, como es el caso de los estudios realizados por Forsell y colaboradores

(2016) en pacientes con diarrea crénica en Tanzania, donde obtuvieron una
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prevalencia del 13,8%, mientras que Fouad y colaboradores (2014) en pacientes
egipcios con sintomatologia gastrointestinal los valores fueron del 10%, y un 11%

para pacientes con dispepsia funcional de Arabia Saudi (Abulhasan et al., 2013).

Los resultados obtenidos mediante el empleo de la técnica de enzimoinmunoensayo
(ELISA) indirecto para la deteccion de anticuerpos IgAs especificos anti-Giardia en
muestras de saliva, mostraron una prevalencia de parasitados por el protozoo del
45,8%, valor muy superior al 17,7% obtenido en el estudio de Trelis y colaboradores
(2019) donde se empled la misma técnica. Estos resultados se encuentran en
consonancia con estudios realizados previamente donde se confirma que la
deteccidn del anticuerpo IgAs en saliva es un método vdlido, y poco invasivo, para el
diagndstico de la infeccion activa por G. intestinalis (con una sensibilidad del 76% y
una especificidad del 95%), siendo de especial utilidad en aquellos pacientes con
examenes coproldgicos negativos y sintomatologia compatible persistente
(intestinal o extraintestinal) (Rodriguez et al., 2004; El-Gebaly et al., 2012; Trelis et
al., 2019). Sin embargo, es posible que un paciente que presente una
inmunodeficiencia selectiva de IgA (patologia que puede darse en algunos TGC
como, por ejemplo, la Enfermedad Celiaca) de lugar a un falso negativo en técnicas
indirectas de deteccién de anticuerpos, por lo que es importante determinar la IgA

total en sangre antes de basar el diagndstico en este Unico método (Allué, 2015).

En la actualidad, el empleo de los métodos diagndsticos moleculares (PCR) esta
ganando relevancia debido a su elevada sensibilidad, rapidez y facilidad de manejo,
tanto en investigacién como en la clinica diaria (Dacal et al., 2020). En el presente
estudio, se empled una qPCR especifica del gen SSU rRNA de G. intestinalis para el
diagndstico del protozoo, obteniendo una prevalencia del 46,8%, valor similar al
obtenido mediante el ELISA indirecto y muy superior al obtenido mediante

microscopia Optica (4,4%). Estos resultados se ven apoyados por multitud de
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estudios, varios ejemplos son los mencionados anteriormente, como el realizado por
Forsell y colaboradores (2016) donde se obtuvo un aumento en la prevalencia de G.
intestinalis mediante qPCR hasta alcanzar el 53,4%, o el de Fouad y colaboradores
(2016) que hallaron una prevalencia del parasito del 15,8% mediante PCR

convencional.

Por lo tanto, con los resultados obtenidos, se puede afirmar que el diagndstico de G.
intestinalis, en general y en pacientes con TGC y/o sintomatologia persistente, no
deberia realizarse solamente mediante microscopia Optica, debido a su baja
sensibilidad, sino que deberia realizarse mediante multiples técnicas,
considerandose la presencia del parasito cuando se obtiene un resultado positivo en
una o varias de las técnicas directas en heces (microscopia y PCR) y en la técnica

indirecta (ELISA).

En cuanto al diagndstico de Blastocystis sp., el método “gold standard”, al igual que
en el caso de G. intestinalis, es el etiolégico mediante microscopia dptica. Sin
embargo, debido a la dificultad de deteccidn de las multiples formas del protista, y
a la incapacidad de diferenciar morfolégicamente entre los diferentes subtipos, en
las ultimas décadas se encuentra al alza el empleo de los métodos de biologia

molecular.

En el presente estudio, la prevalencia de Blastocystis mediante el analisis
microscépico de 3 muestras de heces concentradas fue del 7,8%. Resultado similar
al obtenido por Gabrielli y colaboradores (2020b) en pacientes italianos con ciertos
TGC, como Slly Ell, y sintomatologia intestinal, en el que obtuvieron una prevalencia
del 7,6% mediante la misma técnica. Otro estudio realizado por Delshad vy
colaboradores (2020) en pacientes iranies con sintomatologia intestinal, aporté una

prevalencia similar (7,9%). Sin embargo, otros estudios presentan valores superiores
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a los obtenidos, como es el caso del estudio citado anteriormente realizado por
Trelis y colaboradores (2019) con un porcentaje del 12,6% en pacientes con
malabsorcion a carbohidratos y/o sintomatologia intestinal. También es el caso del
estudio realizado por Forsell y colaboradores (2016), que obtuvo una prevalencia del
20,1% en pacientes con diarrea crénica en Tanzania, pais endémico de parasitosis,

lo que explica el elevado porcentaje.

En cuanto al método molecular empleado en el caso de Blastocystis sp., una PCR
convencional con el gen SSU rRNA como diana, la prevalencia obtenida fue del 9,8%,
valor similar al obtenido mediante microscopia, y mas bajo de lo esperado. Estos
resultados sugieren que la visualizacion del protista mediante microscopia dptica de
tres muestras de heces concentradas puede resultar en un diagndstico similar al
obtenido mediante PCR convencional, debido a la emisién regular de Blastocystis en
heces. En contraposicion, en el estudio realizado por Not y colaboradores (2020) no
hallaron diferencias en la sensibilidad del andlisis microscépico al aumentar el
numero de muestras analizadas. Aun asi, algunos estudios muestran la necesidad de
analizar mas de una muestra para asegurar una mayor sensibilidad de la técnicay el
diagndstico adecuado del protista (Roberts et al., 2011), como se ha corroborado en

la presente tesis doctoral.

Comparando el resultado obtenido mediante la PCR convencional con la literatura
cientifica en pacientes con TGC o sintomatologia, encontramos prevalencias de
Blastocystis muy superiores, como es el caso del valor obtenido Roberts vy
colaboradores (2011) del 18% mediante PCR convencional en pacientes
australianos, en la que utilizaron diferentes cebadores especificos para amplificar el
mismo marcador genético. Asimismo, aquellos estudios que emplearon una gPCR
para el diagndstico del protista obtuvieron frecuencias de parasitaciéon mas elevadas

que en este estudio, como es el caso del estudio realizado por de Boer y
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colaboradores (2019), ya mencionado anteriormente, con la participacion de
pacientes de los paises bajos con gastroenteritis, con un 25,8%; y el estudio de El
Safadi y colaboradores (2016) realizado en pacientes franceses con SlI, Ell y
sintomatologia intestinal, con un 18,1%. En el caso de paises endémicos del protista,
las prevalencias que se encuentran son mucho mas elevadas, como en el caso del
estudio ya citado de Forsell y colaboradores (2016), donde se encontré una
frecuencia de parasitacién del 60,9%; o el estudio realizado por El Safadi y
colaboradores (2014) en nifios senegaleses, con o sin sintomatologia intestinal,
donde se alcanzaron frecuencias de parasitacion de 70% mediante PCR convencional

e, incluso, del 100% mediante gPCR.

La baja prevalencia del protista detectada en el presente estudio en pacientes con
TGC y sintomatologia gastrointestinal, podria sugerir que Blastocystis se encuentra
en menor medida en pacientes con dichas caracteristicas y, con ello, reforzar la
hipdtesis de que forma parte de la microbiota intestinal en condiciones normales.
No obstante, para declarar certera dicha hipdtesis seria necesario realizar un estudio
gue emplease las técnicas diagndsticas mas sensibles y que incorporase un grupo
control sano que presentara una mayor prevalencia del parasito, como muestran
multiples estudios (Scanlan et al., 2014; Krogsgaard et al., 2015; Audebert et al,,
2016; Nieves-Ramirez et al., 2018; Mardani et al., 2019; Gabrielli et al., 2020a).

Por lo tanto, al igual que ocurre en el caso de G. intestinalis, el empleo de la técnica
considerada de referencia como Unico método diagndstico de Blastocystis puede
dar lugar a falsos negativos, por lo que es recomendable utilizar, ademas, los
métodos de diagndstico molecular mas sensibles como la gPCR para evitar el

infradiagndstico de la blastocistosis.
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3. ANALISIS MOLECULAR

En el presente estudio, se evalud la frecuencia y diversidad genética de los aislados
de G. intestinalis de los pacientes con TGC y/o sintomatologia gastrointestinal. De
las 138 muestras de DNA positivas mediante gPCR solamente el 38% fueron
secuenciadas con éxito. Este bajo rendimiento en la secuenciacién puede ser debido
a una baja carga de DNA parasitario, a la mala calidad de las secuencias por una
inadecuada conservacion durante su recoleccidn y transporte, y/o a la presencia de
inhibidores en las muestras fecales, que impidan una correcta amplificacion durante
la PCR convencional. Estudios similares muestran porcentajes de éxito en la
secuenciacion que varian entre el 20y 77% (de Lucio et al., 2015; Azcona-Gutiérrez

et al., 2017; Wang et al., 2019).

Los resultados del genotipado de G. intestinalis dieron a conocer la presencia de los
dos genotipos mas frecuentes en el ser humano, el Ay el B. El genotipo A fue el mas
frecuente (96%) en comparacién con el genotipo B, que se descubrid solamente en
dos de las muestras analizadas (4%). Estos resultados concuerdan con los obtenidos
en el estudio realizado por Azcona-Gutiérrez y colaboradores (2017) en pacientes
espafioles con sintomatologia gastrointestinal, entre otros estudios realizados en
otros paises (Fouad et al., 2014). Sin embargo, multiples investigaciones muestran
datos moleculares donde la frecuencia del genotipo B es mucho mayor (70-83%) que
la del A (15-30%), independientemente del tipo de poblacion estudiada, en multiples
regiones de Espafia (de Lucio et al., 2015; Gabin-Garcia et al., 2017; Wang et al.,
2019; Muadica et al., 2020) y a lo largo del mundo (Feng & Xiau, 2011; Ryan & Caccio,
2013; de Lucio et al., 2016; Messa et al., 2021; Muadica et al., 2021).

En cuanto al subgenotipado del protozoo, los subgenotipos mas frecuentes fueron

el All (46,2%), seguido del subgenotipo ambiguo Al/All (40,4%) y, en menor
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ocurrencia, se detectaron los subgenotipos Al (9,6%), Blll (1,9%) y BIV (1,9%). No se
encontraron infecciones mixtas A+B. Este resultado se ve avalado por el obtenido
por Azcona-Gutiérrez y colaboradores (2017) con una mayor frecuencia del
subgenotipo All (44%). Por el contrario, los resultados moleculares de multiples
estudios muestran el subgenotipo BIV como el mas frecuente, tanto en pacientes
sintomaticos como en asintomaticos (Gofii et al., 2010; Feng & Xiau, 2011; Ryan &
Caccio, 2013; de Lucio et al., 2015; Gabin-Garcia et al., 2017; Wang et al., 2019;
Gozalbo et al., 2020; Muadica et al., 2020; Messa et al., 2021; Muadica et al., 2021).
La variacion de los subgenotipos mas frecuentes en las diferentes zonas geograficas
podria ser multifactorial, en la que se ven implicadas diferentes vias de transmision,
la prevalencia general del parasito, la poblacion humana en riesgo, los habitos de

vida y factores geo-climaticos (Azcona-Gutiérrez et al., 2017).

Respecto al subgenotipo Al/All, todas las secuencias analizadas mediante el gen gdh
fueron designadas al subgenotipo Al y mediante el gen bg al subgenotipo All,
pudiendo tratarse de una infeccién mixta por ambos subgenotipos del pardsito
(AI+All) o a posibles eventos de recombinacion intra-subgenotipo por infecciones
mixtas (de Lucio et al., 2015; Azcona-Gutiérrez et al., 2017), sin embargo, serian
necesarios analisis mas especificos de los que no se disponian en el presente estudio

para poder conocer con detalle la causa.

Como ocurre en otras investigaciones, en el presente estudio se observé una mayor
diversidad genética en los aislados de G. intestinalis del genotipo B que en los del
genotipo A. En el caso del genotipo A, las secuencias de nucledtidos analizadas
presentaron una alta tasa de conservacién con ninguno, 1 o 2 SNPs para ambos
marcadores moleculares (gdh y bg), encontrando solamente un aislado del
subgenotipo Al que presenté un doble pico (indicativo de sitios heterocigotos). Sin

embargo, en los 2 aislados del genotipo B, ambos hallados mediante el analisis del
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gen gdh, se identificaron entre 5 y 6 SNPs concretos, diferentes entre ambos
subgenotipos y sin picos dobles. Estas diferencias entre ambos genotipos también
han sido observadas en estudios previos (Azcona-Gutiérrez et al., 2017; Gabin-
Garcia et al., 2017; Segui et al., 2018; Wang et al., 2019; Gozalbo et al., 2020; Messa
et al.,, 2021; Muadica et al., 2021), como el realizado por de Lucio y colaboradores
(2015) donde la elevada tasa de mutaciones del genotipo B dio lugar a
modificaciones a nivel proteico en los subgenotipos Blll y BIV y la beta-giardina.
Debido a estos resultados, multiples autores han llegado a proponer una
diferenciacién de los genotipos A y B como especies independientes del parasito
(Lasek-Nesselquist et al., 2009; Jerlstrom-Hultgvist et al., 2010; Adam et al., 2013;
de Lucio et al., 2015). La elevada diversidad genética descrita en el genotipo B de G.
intestinalis, al igual que la elevada tasa de genotipos Al/All discordantes, y la
presencia de dobles picos, podria ser explicada mediante la hipdtesis de una posible
reproduccién sexual del pardsito en la que se dé el fendmeno de la recombinacion
o intercambio de material genético entre e intra subgenotipos de origen humano,
entre otros mecanismos (Cooper et al., 2007; Lasek-Nesselquist et al., 2009; Caccio
& Sprong, 2010; Ryan & Caccio, 2013; de Lucio et al., 2015; Azcona-Gutiérrez et al,,
2017; Ankarklev et al., 2018; Messa et al., 2021).

La caracterizacién molecular de G. intestinalis en el presente estudio, tanto a nivel
de genotipo como de subgenotipo, sugiere que el origen de la infeccion es
antropondtica, con vias de transmisiéon persona-persona, de forma directa o
indirecta. Esta hipotesis se debe a la elevada tasa de los genotipos/subgenotipos
presentes de forma predominante en humanos, como ocurre de forma similar en
otros articulos publicados en Espafia u otros paises, y a la ausencia de genotipos
especificos de animales (C-F) (de Lucio et al., 2015; Oliveira-Arbex et al., 2016;

Azcona-Gutiérrez et al., 2017; Sanchez-Thevenet et al., 2019; Wang et al., 2019;
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Muadica et al.,, 2021), cuya infeccién por algunos de los genotipos ha podido
observarse en el ser humano (de Lucio et al., 2017; Caccio et al., 2018). No obstante,
no se puede descartar una transmision zoondtica en Espafia a través de animales de
compaiiia, como los perros, en los que se han detectado tasas elevadas de los
subgenotipos mas frecuentes en el humano (Al, All, Blll y BIV) (Dado et al., 2012; Gil
et al.,, 2017), aunque varios estudios recientes revelan una baja influencia de los
animales domésticos y ganado vacuno como reservorios capaces de producir una
transmisién zoondtica del protozoo al ser humano (Cardona et al., 2011; de Lucio et
al.,, 2017; Sanchez-Thevenet et al.,, 2019). Otros estudios muestran que los
subgenotipos de ambos genotipos parecen diferir en la preferencia por los
hospedadores, siendo mds comun encontrar en humanos infecciones producidas
por los subgenotipos All y BIV (antropondticos), mientras que en animales son mas
frecuentes el Al y el BIll (zoondticos) (Feng & Xiau, 2011). La realizacion de estudios
a largo plazo que evallen los genotipos y subgenotipos mediante secuenciacion
multilocus, y/o nuevas técnicas de biologia molecular y cultivo de protozoos de
muestras pertenecientes a humanosy animales de compafiia del mismo entorno son
necesarios para demostrar la transmisién zoondtica de G. intestinalis (Ryan & Caccio,

2013; de Lucio et al., 2017; Caccio et al., 2018).

En el presente estudio no se encontraron diferencias significativas entre los
diferentes genotipos/subgenotipos en cuanto a edad y sexo en la poblacién de
estudio. En el caso de la edad, no se aprecian diferencias entre los diferentes grupos
de edad vy la parasitacién por un genotipo o subgenotipo especifico, no obstante,
estudios como el de Wangy colaboradores (2019) muestran una mayor distribucién
de casos parasitados por el genotipo B en nifios menores de 12 afios (83 vs. 17% del
genotipo A), mientras que la distribucién de ambos genotipos fue similar en

pacientes adultos (52,4 vs. 47,6%, respectivamente). En cuanto al sexo, algunos
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estudios muestran una distribucién de los dos genotipos similar en hombres y en
mujeres (Wang et al., 2019), como ocurre en el presente estudio, sin embargo, otros
estudios muestran una mayor frecuencia del genotipo B en mujeres que en
hombres, asociando esta relacién al mayor papel de la mujer en el cuidado de los

niflos (Feng & Xiau, 2011).

Por otra parte, en el presente estudio, la evaluacion de la frecuencia y la diversidad
de Blastocystis se pudo realizar de los 23 pacientes (79%) con TGC vy/o
sintomatologia gastrointestinal que fueron secuenciados con éxito tras el
diagnostico mediante PCR convencional (n=29). Los resultados de secuenciacion
revelaron la presencia de 5 de los subtipos (ST) descritos en humanos (ST1-ST9 y
ST12). En Europa, los subtipos mas frecuentes son los ST1-ST4 (Alfellani et al., 2013),
lo que concuerda con los subtipos hallados en el presente estudio, con una mayor
distribucion de casos del ST2 (30,4%), seguido de los subtipos ST3 y ST4 (21,7%), vy
ST1 (17,4%), con la excepcion de la presencia del ST6 (8,7%), subtipo que se
encuentra de forma esporadica en el ser humano, presentandose con mayor
frecuencia en aves y murciélagos (Cian et al.,, 2017; Hublin et al., 2020). No se
detectaron infecciones mixtas entre diferentes subtipos, ni subtipos especificos de

animales (ST10-ST31).

Comparando los resultados obtenidos con otros estudios similares, realizados en
pacientes con TGC o sintomatologia, vemos que son diversos y que difieren en
cuanto a los subtipos mas frecuentes. En el Unico articulo realizado en Espafia
(Dominguez-Marquez et al., 2009) en pacientes con sintomatologia intestinal se
observa un predominio del ST4 (94,1%) en pacientes con diarrea aguda, y una muy
baja prevalencia del ST2 (3,9%) y del ST1 (2%), no hallando el resto de los subtipos
identificados el presente estudio. Resultados similares se han observado en

pacientes con Sll, Ell y diarrea crdnica en Italia (Mattiucci et al., 2016) y en pacientes
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con diarrea aguda en Dinamarca (Stensvold et al., 2011), apoyando la hipétesis del
potencial papel patdgeno del ST4 y su relevancia clinica. Por lo contrario, existen
estudios que no demuestran una asociacién entre el ST4 y patologia intestinal
(Meloni et al., 2011; Roberts et al., 2013; Muadica et al., 2021), e, incluso, lo
consideran como un marcador de una microbiota sana (Tito et al., 2019). Por otra
parte, existen estudios realizados en otros paises como el de Souppart vy
colaboradores (2009), realizado en Francia, que muestran aislados del ST2
solamente en pacientes sintomaticos, mientras que el resto de los subtipos
encontrados (ST1, ST3 y ST4) fueron hallados tanto en pacientes sintomaticos como
asintomdticos. Lo mismo ocurre con el estudio realizado por Roberts vy

colaboradores (2013) en el continente australiano.

El ST4 se considera un subtipo con una distribucion geografica restringida,
predominantemente europea, debido probablemente a una reciente incorporacion
a la poblacion humana (Stensvold et al., 2012). Por lo tanto, en otros paises no
europeos se puede encontrar este subtipo de forma esporddica, hallandose una
mayor prevalencia de otros subtipos en la poblacién general y pacientes con
trastornos gastrointestinales, como es el caso del estudio realizado por Shirvaniy
colaboradores (2019) en Irdn, donde los subtipos ST2 y ST3 prevalecieron en
pacientes con SII/Ell, y el ST2 en pacientes con urticaria crénica, no hallandose la
presencia del ST4. Resultados similares se encontraron en pacientes con
sintomatologia intestinal en el estudio realizado por Delshad y colaboradores (2020)
en Irdn, donde se encontraron los subtipos ST1, ST2 y ST3, siendo el ST1 el mas
prevalente en los pacientes sintomaticos, como ocurre en otros estudios realizados
en poblacion de diferentes paises (Fouad et al., 2011; El Safadi et al., 2013; Kim et
al., 2020).
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En cambio, estudios realizados en Espafia en individuos asintomaticos muestran una
elevada prevalencia del ST2, como es el caso del estudio realizado por Muadica y
colaboradores (2020) mencionado anteriormente, donde se observaron
prevalencias similares al presente estudio de los subtipos ST2 (36%), ST3 (22%) y ST4
(19%), con una prevalencia ligeramente superior del ST1 (23%). Otro estudio
realizado por Paulos y colaboradores (2018) en poblacién general de Alava, obtuvo
una prevalencia muy superior del ST2 en comparacién con el presente estudio (62
vs. 30,4%), con porcentajes inferiores para el resto de los subtipos de Blastocystis.
Con todos estos datos, se podria sugerir que el ST2 no estaria relacionado con la
sintomatologia presente en la poblacién de estudio, debido a su elevada prevalencia

en individuos sanos y asintomaticos.

Conociendo las discrepancias existentes entre los resultados de los diferentes
estudios y de la presente tesis doctoral, se podria suponer que la infeccion por un
subtipo concreto del pardsito por si misma no estaria asociada a la enfermedad en
el ser humano, interviniendo multiples factores relacionados con el parasito, como
la especie hospedadora de procedencia, y con el hospedador, como puede ser el
estado inmunoldgico o la composicion de la microbiota intestinal, entre otros (Deng
et al.,, 2021). No obstante, algunos estudios han dilucidado el papel patégeno de
ciertos aislados del subtipo zoondtico ST7, siendo capaz de generar cambios en la
microbiota comensal y generar disbiosis intestinal con su patologia asociada (Yason
et al., 2019). Por lo tanto, para aclarar el papel patégeno de los diferentes ST de
Blastocystis seria necesario realizar estudios epidemioldgicos de larga duracién, con
un tamafio muestral grande y grupos bien diferenciados de pacientes sintomaticos
e individuos sanos, que incluyan el estudio de diversos factores como la composicion

de la microbiota intestinal y la reaccion inmunitaria del hospedador.
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La diversidad genética de Blastocystis varia tanto entre como intra-subtipos,
pudiendo encontrar diferencias importantes dentro de un mismo subtipo del
pardsito (Stensvold et al.,, 2012). En el presente estudio, tras el analisis de la
secuencia nucleotidica del gen SSU rRNA, se observé una mayor diversidad genética
en los aislados de Blastocystis correspondientes al ST2, en el que se evidencio la
presencia de 3 alelos diferentes: 9, 12 y 11+12, encontrando multiples sitios
polimérficos (dobles picos) en el alelo 12, revelando una variacién intra-subtipo
elevada, y en el alelo mixto 11+12, indicativo de la infeccién mixta entre alelos. Lo
mismo ocurre en el estudio realizado por Muadica y colaboradores (2020) en una
cohorte de nifios asintomaticos, donde el ST2 presenté una mayor diversidad
genética en comparacién con la hallada en la presente tesis doctoral, con la
presencia de 6 alelos diferentes y 3 infecciones mixtas entre alelos. Ademas, en la
investigacion realizada por Paulos y colaboradores (2018) en poblacién general de
Alava, también se hallé una elevada variabilidad intra-subtipo en el alelo 12 del ST2,
ademads de la infeccién mixta 11+12. Estos resultados apoyan la evidencia de la
presencia de infecciones mixtas que involucran combinaciones inter e intra-alélicas
de Blastocystis (Scanlan et al., 2015). Sin embargo, la similitud de los resultados
entre las diferentes poblaciones estudiadas (sintomaticos vs. asintomaticos) no
aportan evidencia de la posible virulencia de los diferentes ST segun la variabilidad
intra-subtipo, debido a que son mutaciones muy discretas que no representarian
cambios a nivel fenotipico o de factores de virulencia del parasito (Gonzalez-Arenas

et al,, 2018).

El siguiente subtipo con mayor diversidad genética fue el ST6, el cual ha sido descrito
por primera vez en Valencia gracias al presente estudio, aislado de dos pacientes del
sexo femenino sin contacto habitual con aves o animales alados, a pesar de su

descrito caracter zoondtico (Alfellani et al., 2013; Cian et al., 2017; Gabrielli et al.,
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2020b; Hublin et al., 2020). De los dos aislados, uno presentd el alelo 123, y el otro
el alelo mixto 122+123, mostrando este ultimo un SNP con la presencia de un doble
pico que indicaria la infeccién mixta por ambos alelos. En el estudio realizado por
Seguiy colaboradores (2018) en poblacién brasilefia, se encontré un aislado del ST6

de Blastocystis con la presencia del alelo 134.

En el resto de los subtipos detectados en el estudio, se obtuvieron secuencias bien
conservadas sin la presencia de SNPs, ni sitios polimérficos (dobles picos), hallando
solamente un alelo en cada uno de ellos. En el caso de los aislados del ST4, se reveld
en todos ellos el alelo 42, considerado el mas comun en el ser humano (Stensvold et
al., 2012; de la Cruz & Stensvold, 2017), y concordante con los resultados obtenidos
en otros estudios realizados en Espafia (Paulos et al., 2018; Muadica et al., 2020), y
otros paises (Segui et al., 2018). En todos los aislados del ST3, se halld la presencia
del alelo 34, al igual que en el estudio realizado por Paulos y colaboradores (2018);
en contraposicion, Muadica y colaboradores (2020) encontraron una elevada
variabilidad genética en el ST3 con la presencia de tres alelos diferentes, incluyendo
el alelo 34, y una infeccién mixta entre alelos, como se ha observado en estudios
realizados en otros paises (Delshad et al., 2020). Ademads, otros autores han
demostrado una elevada tasa de diversidad genética intra-subtipo en el ST3, lo que
podria explicar las diferencias en la especificidad del hospedador y la distribucién
geografica (Stensvold et al., 2012). Por Ultimo, en todos los aislados del ST1 hallados
se evidencid la presencia del alelo 4, al igual que en los estudios realizados por Paulos
y colaboradores (2018) y Muadica y colaboradores (2020), sin embargo, en esta

Ultima investigacion también se hallé la presencia del alelo 77.

La presencia de los subtipos mas frecuentes encontrados en el humano, y la ausencia
de la mayoria de los subtipos especificos de animales, podria indicar una transmision

del protista de origen predominantemente antropondtico, excepto en aquellos
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casos de infeccion por el subtipo zoondtico ST6, cuya transmisidon se da en la mayoria
de los casos por contacto frecuente con aves o por el consumo de alimentos o aguas
contaminadas con las heces de estos animales (Alfellani et al., 2013; Cian et al., 2017;
Gabrielli et al., 2020b; Hublin et al., 2020). Sin embargo, no se puede descartar la
posible transmisién zoondtica debido a la elevada prevalencia de los ST 1-4 en otros
animales, pudiendo ser considerados como reservorios de Blastocystis (Paulos et al.,
2018; Skotarczak, 2018; Maloney et al., 2019; Calero-Bernal et al., 2020; Hublin et
al., 2020), aunque algunos autores sugieren una baja transmisiéon animal-humano

(Stensvold et al., 2020).

Para concluir, el analisis molecular de los diferentes ST, tanto inter como intra-
subtipo, podria ayudar a la clarificacion del potencial zoondtico del protista,
indicando los posibles reservorios animales y ambientales, y las diferentes vias de
transmisién en areas concretas (Stensvold et al., 2012; Skotarczak, 2018; Hublin et
al., 2020), ademas de aportar informacion necesaria para ampliar el conocimiento

sobre su posible papel patégeno o comensal (Skotarczak, 2018).

En el presente estudio no se encontrd una asociacion positiva entre la distribucion
de los diferentes subtipos de Blastocystis en cuanto al sexo y la edad de la poblacidn,
como se ha reportado en otros estudios (Scanlan et al., 2014, Delshad et al., 2020;
Muadica et al.,, 2020). En cuanto al sexo, aungue los resultados no fueron
significativos si se pudo observar una mayor concentracién de casos del ST3 y ST1
en los pacientes del sexo masculino, y del ST4, ST2 y ST6 en los del sexo femenino,
encontrandose Unicamente los subtipos ST4 y ST6 en mujeres. En consonancia con
los resultados obtenidos, encontramos el estudio realizado por Forsell y
colaboradores (2012) en pacientes suizos, en el que muestra una asociacién
significativa entre el sexo masculino y la presencia del ST3 (58,3 vs. 33,3% en el sexo

femenino), mientras que se observd una mayor cantidad de casos de ST4
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relacionada con el sexo femenino, sin confirmarse estadisticamente la asociacion
(29,6 vs. 13,9% en el sexo masculino); sin embargo, otros estudios no encontraron
diferencias en la distribucion de los ST entre sexos (Mattiucci et al., 2016; Paulos et
al.,, 2018). En cuanto a la edad, en el presente estudio destaca la presencia del
protista en el grupo de edad entre 31-50 afios, con mayores prevalencias del subtipo
ST3, mientras que los subtipos ST2 y ST4 se encontraron con la misma frecuencia en
el citado grupo y en mayores de 50 afios, sin confirmarse una asociacion positiva
entre ambas variables. Corroborando estos resultados encontramos el estudio
realizado por Mattiucci y colaboradores (2016) en poblacién italiana, que mostré
una predominancia significativa del ST3 en los grupos con edades comprendidas
entre los 23-39, 15-22 y 40-59, entre las que se encuentra el rango de edad
predominante en el presente estudio; ademas, presentaron una ligera correlacion
en los pacientes con edades comprendidas entre los 40-79 afios con el ST4, y entre
los 60-75 afios con el ST2, corroborando la mayor prevalencia de estos dos ST en
individuos adultos. En contraposicién, el mismo estudio encontré una asociacién
significativa entre el ST1 y los pacientes con edades comprendidas entre los 23-39
afios, mientras que en el presente estudio este subtipo no predomind en ningun
grupo de edad (Mattiucci et al., 2016). Para corroborar una posible asociacién
epidemioldgica especifica con los diferentes subtipos seria necesario realizar el

andlisis en un mayor nimero muestral.
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4. ANALISIS DE LA ASOCIACION PARASITOS-
TGC Y PATOLOGIAS ASOCIADAS

En las Ultimas décadas multiples grupos de investigacion han centrado sus estudios
en la relacién entre las infecciones parasitarias y la presencia de Trastornos
Gastrointestinales Crénicos (TGC), siendo los mas estudiados el Sindrome del

Intestino Irritable (SII) y la Enfermedad Inflamatoria Intestinal (Ell).

En la presente tesis doctoral se observd que los pacientes con una infeccién
parasitaria activa presentaban una mayor prevalencia de TGC que aquellos pacientes
no parasitados. Sin embargo, pese a las diferencias entre ambos grupos no se pudo

establecer una asociacién significativa TGC-parasitacion intestinal.

No obstante, multiples estudios han mostrado que una infeccién parasitaria por una
0 varias especies concretas podria ejercer como desencadenante o agravante de
ciertos TGC o su sintomatologia asociada mediante mecanismos como la disrupcion
de la barrera intestinal, alteracion del sistema inmunitario, alteraciéon de la
microbiota intestinal, entre otros, que provocan cambios funcionales y una fisiologia
intestinal y/o extraintestinal anormal asociada con sintomas persistentes incluso tras
la erradicacion de la infeccidn (Blitz et al., 2018). Un ejemplo seria el caso del SlI,
donde diversos estudios muestran que tras una infeccidén parasitaria por especies
como G. intestinalis, Blastocystis sp., Dientamoeba fragilis, E. histolytica, etc. podria
originarse la enfermedad o generarse sintomatologia similar tras eliminar al
parasito, lo que se denomina Sl post-infeccioso (Stark et al., 2007; Hanevik et al.,
2009; Vasquez-Rios et al., 2016; Jadallah et al., 2017; Klem et al., 2017; Allain &
Buret, 2020; Shafiei et al., 2020). Otro caso seria el de las

intolerancias/malabsorciones a carbohidratos, lactosa y fructosa, entre otros, donde
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especies parasitas como G. intestinalis, son capaces de generar sindromes de
malabsorcion secundarios a la infeccion parasitaria que se resuelven tras el
tratamiento farmacoldgico (Moya-Camarena et al.,, 2002; Trelis et al., 2019;
Ferndndez et al., 2020). Continuando con la Ell, Yamamoto-Furusho y Torijano-
Carrera (2010) mostraron una prevalencia de parasitacién intestinal por protozoos
significativamente superior en aquellos pacientes con colitis ulcerosa (CU)
persistente, que en aquellos que presentaban CU activa, inactiva o intermitente,
concluyendo que dichas especies podrian estar contribuyendo a la persistencia de la
patologia pese a recibir el tratamiento éptimo. Por Ultimo, se ha observado una
mayor prevalencia de parasitos patdgenos en pacientes que presentan EC con

sindromes de malabsorcion, que en controles sanos (Behera et al., 2008).

Respecto a las otras patologias, gastrointestinales y extraintestinales, que no se
incluyeron en el grupo de los TGC, en ningun caso se relacionaron de forma
significativa con el estado parasitario de los pacientes. En el caso del
sobrecrecimiento bacteriano (SIBO), se incluyd en el estudio debido a la
sintomatologia similar, pudiendo confundirse con un TGC o con una infeccién
parasitaria, ya que se define como un sindrome malabsortivo caracterizado por
esteatorrea y anemia megalobldstica con la presencia de gran variedad de sintomas
dependiendo de la gravedad, como dolor y distensiéon abdominal, plenitud
posprandial, diarrea acuosa, flatulencias, meteorismo, déficit de macro vy
micronutrientes, pérdida de peso, malnutricion, etc. (Vazquez & Gallego, 2020).
Algunos estudios muestran como ciertas infecciones parasitarias puede modificar la
microbiota y causar dafios en la funcionalidad y estructura intestinal (Halliez & Buret,
2013; Nourrisson et al., 2014; Yason et al., 2019; Fekete et al., 2021), lo que podria

dar lugar a un sobrecrecimiento bacteriano que influyera en el malestar del
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paciente, sin embargo, a fecha de hoy, no se han encontrado estudios que

investiguen esta posible asociacion.

Respecto al resto de patologias que presentaban los pacientes de estudio (infeccion
por Helicobacter pylori, alergias, otras patologias gastrointestinales y autoinmunes),
su presencia podria aportar informacién Util para el diagndstico, tanto de una
infeccion parasitaria como de algunos de los TGC estudiados en la presente tesis
doctoral. La infeccion por H. pylori se asocia directamente con la gastritis cronica
(Crafaetal., 2018; Fang et al., 2018; Azer & Akhondi, 2020), asimismo se ha descrito
gue la presencia del bacilo, debido a la aclorhidria que provoca, podria aumentar el
riesgo de una parasitacion intestinal producida por protozoos como G. intestinalis o
Cryptosporidium spp., y la coinfeccidn pylori-parasitos puede contribuir al desarrollo
y la exacerbacion de complicaciones gastrointestinales (El-Badry et al., 2017; El-

Badry et al., 2018; Taghipour et al., 2020).

El papel patégeno de G. intestinalis ha sido demostrado por multiples estudios
cientificos, desencadenando o agravando los TGC estudiados o la sintomatologia
asociada (Blitz et al., 2018), pese a que es un protozoo que puede encontrarse tanto
en pacientes sintomaticos como asintomaticos (Halliez & Buret, 2013; Hanevik et al.,

2014; Bartelt & Sartor, 2015; Einarsson et al., 2016; Muadica et al., 2020).

En la presente tesis doctoral se detectd una elevada prevalencia de G. intestinalis,
con una mayor distribucion de casos entre los pacientes con TGC. Sin embargo, no
se pudo demostrar que el pardsito se asociara de forma significativa con ninguno de

los trastornos crénicos estudiados.

Cabe destacar que la presencia de Giardia fue mucho mayor en aquellos pacientes
que sufrian intolerancia/malabsorcién a los carbohidratos, aunque la asociacién no

resulté significativa. Esto concuerda con la informacion de que este protozoo es
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capaz de originar un sindrome malabsortivo de carbohidratos secundario a la
infeccion (Moya-Camarena et al., 2002; Trelis et al., 2019; Ferndndez et al., 2020).
La fructosa fue el carbohidrato con mayores tasas de intolerancia/malabsorciéon en
los pacientes parasitados por G. intestinalis, como ocurre en el estudio realizado por
Trelis y colaboradores (2019), en el que se describid por primera vez una relacion
significativa entre la infeccion por el pardsito y la malabsorcion a fructosa, sugiriendo
qgue la inflamacién y disrupcion del epitelio intestinal producida por el protozoo
afecta a la expresion y la actividad de los transportadores especificos del
monosacdrido dando lugar a una malabsorcién secundaria que generard la
sintomatologia asociada. En el caso de la intolerancia/malabsorciéon de lactosa (IL),
también se presentd una elevada prevalencia del parasito, pero la asociaciéon
tampoco resultd significativa, no pudiendo demostrarse el papel de G. intestinalis en
el origen de una IL secundaria a la infeccién, como ocurre en estudios previos
(Grazioli et al. 2006; Wensaas et al., 2012; Trelis et al., 2019). Sin embargo, otros
estudios han observado la presencia de IL en pacientes con giardiosis (Moya-

Camarena et al., 2002).

En el presente estudio, se observé un elevado nimero de casos de coexistencia
entre la EC y la parasitacion por G. intestinalis, sin embargo, no se hallé una
asociacion significativa entre ambas variables. Existe evidencia de que la infeccion
por el protozoo, y la afectaciéon del epitelio intestinal que produce, es capaz de
desencadenar la EC en pacientes genéticamente predispuestos (Carroccio et al,,
2001; Edling et al., 2012; Tchidjou et al., 2015), aunque otros estudios sugieren que
es necesaria una mayor investigacién para confirmar dicha afirmacién (Hanevik et
al., 2018). Ciertos casos clinicos han demostrado que el protozoo es capaz de
generar un dafio duodenal similar a la EC con atrofia vellositaria e hiperplasia de

criptas, infiltracion linfocitaria y sintomatologia asociada, entre otras, que remiten
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tras el tratamiento parasitario (Sorell et al., 2004; Edling et al., 2012; Rahmoune et
al., 2017; Saurabh et al., 2017; Corleto et al., 2018), pudiendo ser el caso de los
pacientes del presente estudio que no disponian de todas las pruebas diagndsticas,

pero si que presentaban dafio en la mucosa intestinal.

En cuanto al SlI, no se hallé una correlacién positiva con la giardiosis, aunque, como
ocurria con las patologias anteriores, el nimero de casos fue mucho mayor en los
pacientes parasitados. En contraposicion, en el estudio realizado por Jadallah y
colaboradores (2017), si que se encontrd una relacion significativa entre la presencia
del parasito y la patologia, pero la relacién entre la patologia y la giardiosis todavia
no estd confirmada. En Ia literatura cientifica se ha descrito que la infeccion por G.
intestinalis puede presentar una sintomatologia similar al SlI (Vivancos et al., 2018;
Salem et al., 2019; Allain & Buret, 2020), por lo que ambas condiciones podrian ser
confundidas en el momento del diagndstico. Por otra parte, diversos estudios han
corroborado la asociacion entre la infeccion aguda causada por el parésito vy el
posterior desarrollo de la patologia y sintomas asociados, lo que se conoce como Sl
post-infeccioso (Hanevik et al., 2009; Wensaas et al., 2011; Hanevik et al., 2014,
Klem et al., 2017). Por lo tanto, si consideramos que la giardiosis que presentan los
pacientes del presente estudio es cronica, se podria sugerir un desarrollo de la
patologia como consecuencia de los mecanismos desencadenados por el parasito a
largo plazo (hipersensibilidad visceral, pérdida de la funcién barrera, alteracion de la

microbiota, etc.) (Halliez & Buret, 2013; Allain & Buret, 2020).

Los pacientes con Ell constituyeron un grupo reducido dentro del estudio. Entre
ellos, se observé un mayor nimero de casos con G. intestinalis asociados con la
Colitis ulcerosa (CU), que con Enfermedad de Crohn (E. Cr). Sin embargo, en ninguin
caso se hallé una relacion significativa entre las variables. Estos resultados coinciden

con los datos obtenidos por Toychiev y colaboradores (2021) donde muestran una
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prevalencia del protozoo similar en pacientes con CU y el grupo control; asimismo,
Yamamoto-Furusho & Torijano-Carrera (2010) no hallaron al parasito en pacientes
con CU, concluyendo ambos estudios que G. intestinalis no se relaciona con la
enfermedad. Por lo contrario, varios estudios y casos clinicos muestran que las
infecciones gastrointestinales causadas por parasitos patégenos, entre los que se
encuentra G. intestinalis, son capaces de desencadenar la Ell (Goodman et al., 1980;
Axelrad et al., 2019). Por otra parte, se ha demostrado que G. intestinalis es capaz
de imitar las lesiones intestinales caracteristicas de la Ell, la sintomatologia asociada
y elevar ciertos parametros analiticos como la calprotectina fecal (Desai & Craig,
1989; Gunasekaran & Hassall, 1992; Mohammad et al., 2018a; Zhen et al., 2018),
por lo que, en pacientes que sufren esta patologia, deberia incluirse un diagndstico

diferencial que incluya la infeccién por G. intestinalis.

Como ocurre en el resto de TGC, la asociacién de casos de gastritis créonica y de
parasitados por G. intestinalis fue elevada, pero no fue significativa. En condiciones
normales, el pardsito no es capaz de sobrevivir en el ambiente acido del estdmago,
sin embargo, en condiciones de aclorhidria podria producirse una migracién de G.
intestinalis hacia la mucosa gastrica (Taghipour et al., 2020). En |a literatura cientifica
apenas existen referencias que aclaren el papel que pueda ejercer el protozoo en el
desarrollo de la enfermedad. Algunos estudios no encuentran relaciéon entre la
presencia del parasito y la gastritis (Oberhuber et al., 1997), no obstante, multiples
casos clinicos han revelado la presencia de G. intestinalis en biopsias gastricas de
pacientes con gastritis crénica atréfica y metaplasia intestinal de estdmago (Doglioni
et al.,, 1992; Quincey et al., 1992; Berney et al., 1994; Sanad et al., 1996; Brieva et
al., 1998; Misra et al., 2006; Gheorghe et al., 2017). Sin embargo, no es posible
conocer si el protozoo juega un papel importante en el desarrollo de la patologia o

es un mero oportunista capaz de agravar la patogenia de la enfermedad y la
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sintomatologia asociada (Hosni et al., 1987; Sanad et al., 1996; Brieva et al., 1998).
La coinfeccion con H. pylori también fue elevada en los pacientes parasitados por G.
intestinalis, siendo descrita en multiples ocasiones en pacientes con gastritis y
cancer de estdbmago, mostrando cambios en la mucosa gastrica mediante infiltracion
linfocitica (Doglioni et al., 1992; Quincey et al., 1992; Sanad et al., 1996; Misra et al.,
2006; Isaeva & Efimova, 2010). Por otra parte, la coinfeccidn entre G. intestinalis y
H. pylori ha sido descrita en multiples estudios de forma significativa, sugiriendo que
la presencia del microorganismo y los cambios en las concentraciones de acido
clorhidrico estomacal que ocasiona, facilitarian la supervivencia del parasito (Grazioli

et al., 2006; El-Badry et al., 2017; Taghipour et al., 2020).

El resto de las patologias asociadas incluidas en el estudio tampoco se relacionaron
de forma significativa con la presencia de G. intestinalis, aun asi, cabe destacar la
elevada prevalencia de SIBO presente en la poblacion de estudio y, en concreto, en
los pacientes parasitados por G. intestinalis, aunque la asociacién no fue
significativa. Lo mismo ocurre en ciertos estudios donde la presencia del protozoo
no se relaciona con el SIBO (Bhatnagar et al., 1992). Sin embargo, multiples estudios
han demostrado la capacidad del protozoo de generar disbiosis en humanos (Allain
& Buret, 2020; Berry et al., 2020; Fekete et al., 2021), y sobrecrecimiento de las
bacterias comensales de duodeno en ratones y humanos, presentando una mayor
sintomatologia (Tandon et al., 1977; Farthing, 1993; Torres et al., 2000; Moya-
Camarena et al., 2002; Chen et al., 2013; Allain & Buret, 2020). Estos resultados
sugieren que el protozoo es capaz de desencadenar la condicion e inducir una mayor
respuesta inflamatoria por el paso de estas bacterias a través de las uniones
estrechas del epitelio intestinal, perdurando incluso tras la erradicacién del parasito

(Torres et al., 2000; Chen et al., 2013).
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Por ultimo, y aunque no significativa, mencionar la mayor presencia de alergias en
los pacientes parasitados por G. intestinalis que, en los no parasitados. En la
literatura cientifica se han descrito la capacidad del protozoo de generar
manifestaciones extraintestinales a largo plazo, como alergias cutdneas, producidas,
seguramente, por una alteracion en la absorcion y sensibilizacién de antigenos que
desataria una respuesta inmunitaria exagerada (Halliez & Buret, 2013; Allain &
Buret, 2020). Por este motivo, puede ser posible que el aumento de casos de alergia
observados en la poblacién parasitada sea dado por la presencia del parasito, tal y
como se ha reflejado en diversos estudios (Di Prisco et al., 1993; Mahmoud et al.,
2004; Feary et al., 2011; Thébault et al., 2020), e, incluso, la presencia de urticariay
prurito pueden explicarse como una alergia asociada a esta infeccién, tal y como

demostraron Nenoff y colaboradores en su estudio de 2006.

En el caso de la parasitacion Blastocystis, y como se ha mencionado anteriormente,
todavia no se ha revelado el papel del protista en la salud o enfermedad de la
poblacion. En las Ultimas décadas, multiples estudios hacen referencia al potencial
patogeno del parasito y sus subtipos, y a su asociacidon con ciertas patologias
gastrointestinales cronicas (Yakoob et al., 2010b; Nourrisson et al., 2014; Cifre et al.,
2018; Yason et al, 2019). Sin embargo, mds recientemente estdn surgiendo
investigaciones que opinan lo contrario, considerando al protista un componente de
la microbiota intestinal sana (Scanlan et al., 2014; Audebert et al., 2016; Krogsgaard
et al., 2018; Nieves-Ramirez et al., 2018; Mardani et al., 2019; Reh et al., 2019; Tito
et al.,, 2019; de Boer et al., 2020; Gabrielli et al., 2020a; Stensvold et al., 2020).

En la presente tesis doctoral, encontramos una pobre presencia de Blastocystis en
asociacion con los TGC y el resto de las patologias estudiadas, con una muestra de
39 pacientes en el grupo de parasitados por Blastocystis y de 98 pacientes en el

grupo de pacientes no parasitados. Aun asi, destaca una asociacién
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significativamente positiva entre la presencia del protista y la condicién de
intolerancia/malabsorcién a lactosa (IL), no pudiendo determinar un subtipo
concreto como el causante. Esta asociacion se ha observado anteriormente en la
literatura cientifica, en pacientes pediatricos con esta patologia (Vichido-Luna et al.,
2016) donde hacen alusién al proceso inflamatorio de la mucosa intestinal
provocada por el protista, lo que disminuye la expresion de la enzima lactasa en el
borde del cepillo del intestino delgado como causa de la malabsorcion de lactosa y
su sintomatologia asociada. Sin embargo, otros estudios mas recientes no muestran
una asociacion entre el parasito y la IL, encontrando multiples causas por las que se
puede producir esta patologia, entre ellas TGC como la EC (Trelis et al., 2019;
Gozalbo et al.,, 2020). Aun asi, seria interesante comprobar si la asociacién obtenida
se daria en una muestra con mayor nimero de participantes. Por otra parte, no se
encontrd una relacién positiva entre el protista y la intolerancia/malabsorcion a
fructosa, esto puede ser debido a que su presencia en colon no llegaria a afectar al
proceso de absorcién de dicho carbohidrato en intestino delgado proximal, como se

ha reflejado en otros estudios similares (Trelis et al., 2019).

Alo largo de las Ultimas décadas se ha buscado en multiples ocasiones una relacién
entre la blastocistosis y el Sll, debido a la sintomatologia inespecifica similar y a la
presencia del pardsito tanto en pacientes con la patologia como en individuos sanos,
arrojando resultados discrepantes en los que diversas investigaciones muestran el
rol patdgeno de Blastocystis en la enfermedad (Giacometti et al., 1999; Yakoob et
al., 2010a; Yakoob et al., 2010b; Poirier et al., 2012; Nourrisson et al., 2014; Rostami
et al., 2017b; Salem et al., 2019; Shafiei et al., 2020), mientras que otras exponen lo
contrario (Tungtrongchitr et al., 2004, Stark et al., 2007; Surangsrirat et al., 2010;
Morgan et al., 2012; Engsbro et al., 2014; Krogsgaard et al., 2015; Khademvatan et
al., 2017; Krogsgaard et al., 2018; Stensvold et al., 2020; Salvador et al., 2021). En el
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presente estudio no se reveld una asociacidon positiva entre Blastocystis y este
trastorno funcional, encontrando mayor nimero de casos de pacientes con Sll y no
parasitados, como ocurre en otros estudios (Stark et al., 2007; Engsbro et al., 2014;
Krogsgaard et al., 2015; Salvador et al., 2021). Asimismo, tampoco se evidencid una
relacién significativa entre un subtipo concreto de Blastocystis y la patologia, siendo
el subtipo ST2 el mas prevalente, seguido del ST1, ST4 y ST6, lo que concuerda con
el estudio de Engsbro y colaboradores (2014); sin embargo, otros estudios hallaron
una asociacion significativa entre el ST1 y la enfermedad (Yakoob et al., 2010b;
Fouad et al,, 2011; Rostemi et al., 2017), mientras que en otras investigaciones el
ST3 resulté el mas frecuente en estos pacientes (Dogruman-Al et al.,, 2009;
Khademvatan et al., 2017; Shirvani et al., 2020). Por ultimo, Yason y colaboradores
(2019) mostraron que ciertos aislados del ST7 son capaces de generar dishiosis y

desencadenar Sll, no obstante, en el presente estudio no se identificé dicho subtipo.

En cuanto a la EC, se detectd una baja prevalencia del pardsito en estos pacientes.
Al revisar la literatura cientifica, apenas se hallaron estudios que valorasen la
influencia del protista en la patologia. Villa y colaboradores (2012) realizaron un
estudio en pacientes con EC y consideraron a Blastocystis como un oportunista
cuando aparecian mas de 5 formas por campo éptico durante el anélisis coprolégico,
en aquellos pacientes sintomaticos con atrofia vellositaria subtotal o total y bajo
peso. Al contrario que en el presente estudio, Calderén de la Barca y colaboradores
(2020), hallaron una elevada prevalencia del protista en pacientes con EC, sin
embargo, no pudieron demostrar que ejerciera un papel determinante en la
patologia, encontrando en algunos de los pacientes con blastocistosis una
microbiota con abundancia de bacterias beneficiosas. Tras conocer los resultados
del presente estudio y las conclusiones de los articulos mencionados, no se puede

afirmar que Blastocystis esté relacionado con el desarrollo o la exacerbacion de la
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EC, pero se podrian sugerir dos opciones: es un oportunista, estableciéndose en el
hospedador gracias a las condiciones éptimas generadas por la patologia (reduccién
del sistema inmunitario, atrofia vellositaria, etc.), o forma parte de la microbiota
comensal. Por otra parte, en el presente estudio se hallé Unicamente el ST4 en los
pacientes con EC, casi demostrandose una asociacién positiva entre ellos, sin
embargo, debido a la falta de estudios que aporten informacién sobre la
caracterizacion molecular del pardsito en pacientes con esta patologia, se puede

sugerir que el ST4 es el subtipo del protista mas prevalente en la EC.

Respecto a la Ell, a nivel general no se encontré una relacidon positiva entre la
patologia y la parasitacion por Blastocystis, al igual que ocurre en otros articulos
revisados de la literatura cientifica (Yamamoto-Furusho & Torijano-Carrera, 2010).
Sin embargo, si que se hallé una asociacion significativa entre los pacientes con Ell y
la presencia del ST1, siendo el Unico subtipo presente en los pacientes que sufren
esta patologia, aun asi, no se pudo concretar la asociacién de dicho ST con la
enfermedad de Crohn o la Colitis ulcerosa debido al bajo nimero de casos.
Comparando estos resultados con los descritos en la literatura cientifica, se
observan diferencias en los subtipos hallados en pacientes con la enfermedad,
encontrando mayores prevalencias del ST3 en pacientes con Ell y CU (Dogruman-Al
et al., 2009; Coskun et al., 2016). Por otra parte, un estudio realizado por Yason y
colaboradores (2019), in vitro y en modelos animales con CU, sugirié que diferentes
aislados del ST7 podrian desencadenar la patologia en pacientes susceptibles de
forma directa y produciendo disbiosis; sin embargo, no se ha demostrado en
humanos ni en infecciones por otros subtipos. Otro estudio realizado por Tai y
colaboradores (2011) en seis pacientes con CU refractaria e infeccion por
Blastocystis, mostraron la remisién de la sintomatologia tras el tratamiento

antiparasitario, sugiriendo su pronto diagndstico para la mejora de la calidad de vida
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de estos pacientes. Aun asi, cabe destacar que en la mayoria de los estudios
revisados se reporta una baja colonizacion por Blastocystis en pacientes con Ell,
estando presente en la mayoria de ellos en fases de remision mas que en las fases
activas de la enfermedad, por lo que podria considerarse una infeccién oportunista
y relativamente rara en la Ell (Petersen et al., 2013; Andersen & Stensvold, 2016;
Audebert et al., 2016; Coskun et al., 2016; Kok et al., 2019; Matijasic” et al., 2020;
Stensvold et al., 2020).

En relacién con la gastritis cronica, se hallé una baja relaciéon de la misma con los
casos de los pacientes parasitados por Blastocystis. Estos resultados se encuentran
en concordancia con la literatura cientifica, ya que entre las infecciones parasitarias
gue suelen relacionarse con esta condicidén no se encuentra la blastocistosis, siendo
los parasitos responsables mas frecuentes Cryptosporidium spp., Strongyloides
stercoralis y Anisakis simplex, parasitos de estdbmago o parte alta intestinal (Fang et
al., 2018; Azer & Akhondi, 2020). Un ejemplo de la baja prevalencia de Blastocystis
en esta patologia se puede observar en el estudio realizado por Melo vy
colaboradores (2019) donde solamente un paciente parasitado por el protista
presentd gastritis, lo que podria explicarse por la ubicacién colénica de Blastocystis.
Los subtipos mas frecuentes encontrados en estos pacientes fueron el ST2 y ST3,
mientras que en el estudio de Melo y colaboradores (2019) el subtipo encontrado
fue el ST4. Por lo tanto, con los datos disponibles no es posible identificar si
Blastocystis juega un papel en la gastritis crénica, siendo necesarios mas estudios

gue aporten mas informacion.
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5. ANALISIS DE LA ASOCIACION PARASITOS-
SINTOMATOLOGIA

Como se ha mencionado anteriormente, las parasitosis intestinales pueden
presentarse en el hospedador de forma sintomatica o asintomatica (Fletcher et al,,
2012; McHardy et al., 2014, Plutzer et al., 2016; Reh et al., 2019). No obstante, en la
presente tesis doctoral se estudia la presencia de las parasitosis mas prevalentes en

pacientes sintomaticos.

Al analizar la sintomatologia gastrointestinal en la poblacion de estudio se observo
una mayor prevalencia de los sintomas en el grupo de pacientes parasitados en
comparacion con el de pacientes no parasitados, sin poderse demostrar una relacién
significativa entre la infeccién parasitaria y un sintoma especifico. Los sintomas mas
frecuentes fueron los siguientes: dolor abdominal, flatulencias moderadas/severas,
distensién abdominal moderada/severa, grasa en heces, dispepsia y diarrea. Dicha
sintomatologia concuerda con la descrita en los articulos revisados, siendo los
sintomas mas frecuentemente reportados el dolor abdominal, diarrea y distensién
abdominal, entre otros (Bujanda et al., 2002; Fletcher et al., 2012; del Coco et al.,
2017; Trelis et al., 2019; Hamdy et al., 2020). Estos resultados demuestran que las
infecciones parasitarias producen en el hospedador principalmente una
sintomatologia inespecifica que puede ser confundida con multiples patologias y
complicar su correcto diagndstico y tratamiento, lo que puede dar lugar a una

cronificacion con complicaciones a largo plazo.

Ademads, también se analizo si la presencia de la sintomatologia gastrointestinal se

producia de forma intermitente y sincrdnica, sintomatologia ciclica, hallando una
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asociacion significativa entre las parasitosis y los pacientes con sintomas de

gravedad mas acusada en periodos intermitentes.

Por otra parte, se realizé el andlisis de la sintomatologia extraintestinal presente en
la poblacién estudiada, obteniendo unas prevalencias muy superiores en los
pacientes parasitados y hallando una asociacién significativa entre la parasitacion y
la presencia de fatiga crénica, pérdida de peso acusada y dolor articular, sintomas
descritos previamente en la literatura cientifica producidos por especies parasitas
como G. intestinalis y Blastocystis sp. (Fletcher et al., 2012; Halliez & Buret, 2013;
Hanevik et al., 2014; Hanevik et al., 2017; Roshan et al., 2020).

En el andlisis de la sintomatologia gastrointestinal asociada a Giardia intestinalis se
observd una mayor prevalencia de todos los sintomas en el grupo de pacientes
parasitados. La sintomatologia producida por G. intestinalis observada con mayor
frecuencia en el presente estudio fue: dolor abdominal, flatulencias, distension
abdominal, grasa en heces, dispepsia y diarrea. Estos sintomas son similares a los
reportados por otros estudios, donde los mas frecuentes en pacientes sintomaticos
fueron la diarrea, el dolor y distension abdominal, dispepsia, entre otros (Hanevik et

al., 2009; Trelis et al., 2019; Wang et al., 2019; Hamdy et al., 2020).

La presencia de sintomatologia intermitente o ciclica también fue analizada en
funcién de la parasitacion por G. intestinalis, resultando una asociacion significativa
entre las variables. Esta condicidn, poco tenida en cuenta en la practica clinica diaria,
es caracteristica en pacientes sintomaticos parasitados por el protozoo, siendo
reportada en multiples estudios, ademas de asociada a ciertos genotipos del
parasito (Fouad et al., 2014; Verweij & Stensvold, 2014). Un ejemplo de ello es el
estudio realizado por Homan y Mank (2001) en el que se asocid la presencia de

diarrea intermitente o ciclica en aquellos pacientes parasitados por el genotipo A del
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protozoo, genotipo predominante en el presente estudio, aunque la asociacién no

pudo ser relacionada con un subgenotipo concreto.

Ademads, se realizd el analisis de la sintomatologia extraintestinal en el que, de
nuevo, se obtuvo unas prevalencias de cada sintoma mucho mas elevadas en los
pacientes parasitados. En este caso se demostrd una asociacion positiva entre los
pacientes parasitados por el protozoo y diversos sintomas, destacando la fatiga
cronica, la pérdida de peso acusada, el dolor articular y la presencia de urticarias,
todos ellos previamente descritos en la literatura cientifica, producidos como
consecuencia de una infeccion crénica por G. intestinalis. En el caso de la fatiga
cronica, se desconoce el mecanismo por el que el parasito la origina, pero se ha
supuesto que es consecuencia de una alteracion del sistema inmunolégico, como
muestran los estudios realizados por Hanevik y colaboradores (2014 y 2017) en
pacientes que desarrollaron un Sindrome de Fatiga Crdnica post-infeccioso tras un
brote de G. intestinalis en Noruega (2004), ademas del sindrome malabsortivo que
produce, entre otros factores (Halliez & Buret, 2013). La pérdida de peso en la
giardiosis crénica se ha reportado en multitud de estudios, producida como
consecuencia de la anorexia y el sindrome de malabsorcién, tanto de
micronutrientes como de macronutrientes, destacando la malabsorcion de grasas,
mecanismos producidos debido a la activacién de la respuesta inmunitaria y la
inflamacién intestinal (Halliez & Buret, 2013; Trelis et al., 2019; Allain & Buret, 2020).
En cuanto al dolor articular, algunos estudios y casos clinicos demuestran que el
protozoo es capaz de generar artritis reactiva e inflamatoria post-infecciosa, en las
que interviene una alteracion del sistema inmunitario del hospedador con
reacciones de hipersensibilidad y reactividad cruzada de anticuerpos (Arman, 1991;
Gato et al., 1998; LeBlanc & Birdi, 1999; Carlson & Finger, 2004; Halliez and Buret,
2013; Krol, 2013; Painter et al.,, 2017; Rumsey & Waseem, 2020). Por ultimo, la
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presencia de urticarias también ha sido evidenciada, aunque el mecanismo no es del
todo conocido, se ha sugerido el papel del protozoo en la disrupcion de la barrera
intestinal y las uniones estrechas que, junto con la sobreexposicion del sistema
inmunitario del hospedador a multiples antigenos luminales procedentes de la
alimentacion, de la microbiota e, incluso, del propio parasito, actuarian como
desencadenante de la patologia (Di Prisco et al., 1998; De Breucker et al., 2010;

Halliez & Bureau, 2013; Humbert et al., 2017).

La relacion entre la sintomatologia estudiada y la parasitaciéon por los
genotipos/subgenotipos de G. intestinalis no resultd significativa en el presente
estudio. El subtipo con mayores prevalencias entre la sintomatologia tanto intestinal
como extraintestinal fue el All, seguida del subgenotipo ambiguo Al/All y en menor
porcentaje el subgenotipo Al. Sin embargo, se halld una excepcidn, encontrando una
asociacion significativa en el caso de aquellos pacientes parasitados con los
subgenotipos All y Al/All y la presencia de urticarias. Esta asociaciéon no ha sido
reportada hasta ahora en la literatura cientifica, por lo que para demostrar esta
tendencia seria necesario realizar un estudio bien disefiado con un tamafio muestral
adecuado en pacientes con urticaria y presencia de G. intestinalis, en el que se

pudiera caracterizar el subgenotipo All y Al/All.

Curiosamente, en el presente estudio se hallé casi exclusivamente el genotipo A en
los pacientes estudiados, sugiriendo que este genotipo y sus subgenotipos mas
frecuentes, el All y Al/All, podrian estar asociados a una la clinica gastrointestinal y
extraintestinal crénica, como se ha observado en algunos estudios en los que el
subgenotipo All se ha asociado a pacientes con alteraciones gastrointestinales como
diarrea persistente o dolor abdominal (Sahagun et al., 2008; Segui et al., 2018),
siendo el genotipo B asociado en mayor frecuencia a individuos asintomaticos,

principalmente nifios (Mateo et al.,, 2014; Muadica et al., 2020). Sin embargo,
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estudios recientes muestran una mayor distribucién de casos sintomaticos
parasitados con el genotipo B que con el genotipo A, asociando, algunos de ellos, la
infeccion asintomatica por G. intestinalis al genotipo A (de Lucio et al., 2015; Flecha
et al., 2015; Wang et al., 2019). Por el contrario, los resultados moleculares de
multiples estudios muestran el subgenotipo BIV como el mas frecuente tanto en
pacientes sintomaticos como en asintomaticos (Gofii et al., 2010; Feng & Xiau, 2011;
Ryan & Caccio, 2013; de Lucio et al., 2015; Gabin-Garcia et al., 2017; Wang et al.,
2019; Muadica et al., 2020). Mientras que en otros estudios se muestra una
infeccion sintomatica similar en pacientes parasitados por ambos genotipos

(Breathnach et al., 2010; Molina et al., 2011; Kasaei et al., 2018).

Al analizar la sintomatologia gastrointestinal en relacién con parasitacion por
Blastocystis sp., destaca como el sintoma mas frecuente el dolor abdominal, seguido
de flatulencias, distensién abdominal, grasa en heces, diarrea y dispepsia, entre
otros. Estos resultados concuerdan con los datos reflejados en la literatura cientifica,
siendo el dolor abdominal el sintoma predominante en los individuos parasitados
por el protista, seguido de otros como la diarrea (Audebert et al., 2016; El Safadi et
al., 2016; Salvador et al., 2016; Kumarasamy et al., 2018; Toro et al., 2018; Delshad
et al., 2020; Hamdy et al., 2020). Cabe destacar que los sintomas analizados fueron
mas frecuentes en el grupo de los pacientes no parasitados, que, en los parasitados
por el protista, sin encontrar una asociacion significativa entre el parasito y los
sintomas. Lo mismo ocurre en diversos estudios, en los que el protista presenta
mayores prevalencias en pacientes asintomaticos que en pacientes sintomaticos o

con la presencia de TGC (Scanlan et al., 2014; Tito et al., 2019).

Los resultados obtenidos sugieren que Blastocystis podria considerarse un
microorganismo comensal capaz de colonizar el colon a largo plazo y cuya presencia

no seria responsable de la sintomatologia gastrointestinal presente en la poblacién
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de estudio, como se ha sugerido en multiples estudios (Scanlan et al.,, 2014;
Krogsgaard et al., 2018; Nieves-Ramirez et al., 2018; Mardani et al., 2019; Reh et al,,
2019; Tito et al., 2019; de Boer et al., 2020; Gabrielli et al., 2020a; Stensvold et al.,
2020). Sin embargo, el protista podria actuar como oportunista en ciertas
condiciones que alteren el sistema intestinal, como la presencia de TGC, otras
patologias u otros organismos patdgenos, agravando la sintomatologia asociada

(Abdulsalam et al., 2013).

En el caso de Blastocystis, también se analizé su relacidon con la presencia de
sintomatologia gastrointestinal ciclica o intermitente hallandose una asociacion
significativa entre ellos. Este hallazgo apenas se ha analizado en estudios previos,
salvo en el realizado por Jones y colaboradores (2009) en el que un paciente
parasitado por el ST3 del protista presentd diarrea sanguinolenta intermitente, sin
embargo, en el presente estudio no se dio la presencia de este sintoma en ningun
paciente. Otro estudio realizado por Valenca y colaboradores (2017), dos pacientes
con blastocistosis presentaron diarrea intermitente en pacientes portadores del ST2.
Ademads, en un caso clinico publicado por Lee y colaboradores (1990) una paciente
parasitada por el protista presenté dolor abdominal y vémitos intermitentes,
ademads de diarrea. Sin embargo, el presente estudio seria el primero en demostrar

una asociacion significativa entre las variables.

Por otra parte, en el analisis de la sintomatologia extraintestinal, al igual que en la
gastrointestinal, los pacientes con Blastocystis presentaron menos sintomas que los
no parasitados. Sin embargo, se confirmd una asociacion significativa entre la
parasitacion por el protista y la presencia de los siguientes sintomas: fatiga cronica,
dolor articular y pérdida de peso, sintomatologia que ha sido reportada por diversos
estudios y casos clinicos (Lee et al., 1990; Wawrzyniak et al., 2013; Rostami et al.,

2017b; Roshan et al., 2020). En el caso del dolor articular, varios estudios muestran
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que el protista es capaz de originar artritis reactiva e inflamatoria, aunque se
desconoce el mecanismo por el cual desencadena la patologia (Lee et al., 1990;
Lakhanpal et al., 1991; Tejera et al., 2012; Alamlih et al., 2020). No obstante, Lee y
colaboradores (1990) hallaron multiples formas vacuolares del protista en el liquido
sinovial de la rodilla de una paciente inmunosuprimida, sugiriendo que el
tratamiento inmunosupresor podria contribuir a la diseminacion sistémica de
Blastocystis y generar la artritis infectiva. Por otra parte, no se obtuvo una
asociacion significativa entre la presencia urticarias o trastornos cutaneos y la
infeccion por Blastocystis, como se ha reportado en multitud de estudios (Zuel-
Fakkar et al., 2011; Verma & Delfanian, 2013; Casero et al., 2015; Lepczyniska et al.,
2016; Salvador et al., 2016; Aydin et al., 2019; Bahrami et al., 2019). La etiologia por
la cual el pardsito produce esta condicion es desconocida, pero se sugiere la
implicacion de la alteracion del sistema inmunitario o la microbiota intestinal.
Algunos de los estudios mencionados muestran que la morfologia ameboide v la
presencia de los ST1-4 podrian estar relacionados con la presencia de urticarias
(Zuel-Fakkar et al., 2011; Casero et al., 2015; Lepczynska et al., 2016; Salvador et al.,
2016; Bahrami et al., 2019). En el presente estudio, no se hallé la presencia de la
forma ameboide y fue el ST2 el subtipo mas frecuente en aquellos pacientes con
urticarias, aunque la asociacion no resulto significativa, al igual que muestran otros

estudios (Vogelberg et al., 2010; Shirvani et al., 2020).

En el presente estudio, no se halld una asociacion significativa entre la presencia de
la sintomatologia estudiada, tanto gastrointestinal como extraintestinal, y los
diferentes subtipos de Blastocystis, al igual que multiples estudios publicados en la
literatura cientifica (Forsell et al., 2016; Mardani et al. 2019; Delshad et al., 2020;
Salvador et al., 2021).
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Como se ha mencionado anteriormente, existe la hipotesis de que la sintomatologia
podria estar relacionada con la diversidad genética del protista (Tan, 2008; Tan et
al., 2010; Scanlan et al., 2012; Pérez et al., 2020), aunque no ha sido demostrada
hasta la fecha (Dogruman-Al et al., 2009; Souppart et al., 2009; Delshad et al., 2020;
Dengetal., 2021). En el presente estudio fue el ST2 el subtipo que se hallé con mayor
frecuencia en la mayoria de los sintomas estudiados, aunque la asociacion no resulté
significativa en ningun caso. Algunos estudios concuerdan con los resultados
obtenidos, encontrando el ST2 como el mas frecuente en pacientes sintomaticos
(Souppart et al., 2009; Roberts et al., 2013), mientras que otros estudios observan
una mayor frecuencia del ST1 (Fouad et al., 2011; El Safadi et al., 2013; Delshad et
al., 2020; Kim et al., 2020), ST3 (Zuel-Fakkar et al., 2011; Salehi et al., 2021) y ST4
(Dominguez-Mdrquez et al., 2009; Stensvold et al., 2011; Forsell, et al., 2012;
Mattiucci et al., 2016), o consideran al ST7 como un subtipo patégeno (Poirier et al.,
2012; Cifre et al., 2018; Yason et al., 2019). También se da el caso de que ciertas
investigaciones muestren asociaciones significativas entre diferentes ST y sintomas
concretos, como es el caso del estudio de Pérez y colaboradores (2020), en el que
se hallé una asociacion entre el ST1 y dolor abdominal, y entre el ST4 y distensién

abdominal.

Por lo tanto, con los resultados obtenidos no es posible corroborar el papel patégeno
o comensal de Blastocystis en los pacientes estudiados, siendo necesarios mas
estudios disefiados adecuadamente que investiguen a fondo la interaccion del
protista con los multiples factores relacionados con el hospedador, tales como la

inmunidad y la microbiota intestinal, entre otros.
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6. ANALISIS DE LOS FACTORES DE RIESGO
DE PARASITOS INTESTINALES

Los diferentes factores de riesgo de infeccidn parasitaria analizados se tomaron de
estudios epidemioldgicos previos sobre enfermedades parasitarias en paises de

rentas altas (Fletcher et al., 2012; Horton et al., 2018).

En el analisis de las diferentes variables consideradas, solamente se identificd un
factor de riesgo de parasitacion intestinal en la poblacion estudiada. El habito en
cuestion fue el contacto habitual con nifios/nifias y/o personas discapacitadas en el
ambito familiar, y se dio en aquellos pacientes que presentaron una parasitacion en

general y, en concreto, una parasitacion por G. intestinalis.

El contacto con nifios/as y/o personas discapacitadas infectadas puede facilitar la
transmision debido a la falta de habitos higiénicos en ambos grupos de poblacion,
ya sea por la corta edad o la falta de educacién higiénico-sanitaria en el caso de los
nifios/as, o por inmovilidad y dependencia en el caso de las personas discapacitadas.
Situacién que ha sido observada en estudios previos realizados en Iran, Libano,
Egipto, Nepal y Etiopia, entre otros (Tappeh et al.,, 2010; Osman et al., 2016;
Hassanein et al., 2017; Rai et al., 2018; Fentahun et al., 2019). Por lo que es
recomendable que las personas convivientes y encargadas del cuidado y educacion
de estos grupos de poblacién tomen las medidas higiénico-sanitarias necesarias para

evitar infecciones.

El resto de las variables, entre las que encontramos la profesion de riesgo, el
consumo de frutas y verduras de cultivo ecoldgico, el contacto frecuente con
animales, viajes a paises endémicos y el tratamiento crdonico con omeprazol, no

fueron asociadas significativamente con ningln caso de parasitismo estudiado en el

258



Discusion

presente estudio. En contraposicién, en un estudio similar realizado por Trelis y
colaboradores (2019) en pacientes con presencia de malabsorcién a carbohidratos,
no se demostré como factor de riesgo el contacto frecuente con nifios/as o personas
con discapacidad, pero si que fue significativo el consumo habitual de frutas y
verduras compradas como de cultivo ecolégico o de pequefios productores, el tener
una profesién con contacto directo con seres humanos, y el haber realizado viajes
en los Ultimos afios a paises o zonas endémicas de parasitosis. Otro estudio realizado
por Hidalgo y colaboradores (2019) obtuvo resultados similares, detectando como
factores de riesgo para la adquisicién de Blastocystis el ser originario de Africa, viajar

al extranjero y trabajar en contacto directo con otras personas.

Para finalizar, es necesario prestar atencion a los diferentes factores de riesgo
reportados en el presente estudio, debido al aumento de las prevalencias de las
parasitosis intestinales en la poblacién general y, en especial, en aquellas personas
susceptibles de desarrollar TGC u otras patologias, en las que la adquisicién de una
infeccion parasitaria producida por G. intestinalis, Blastocystis sp. u otros parasitos,
podria desencadenar o agravar la patologia y su sintomatologia asociada, y, a falta
de una sospecha clinica, diagndstico y tratamiento adecuado, podria generar
complicaciones a largo plazo, empeorando su salud y calidad de vida, y aumentando

los costes socio-sanitarios.
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1. CONCLUSIONES

Tras el analisis y discusion de los resultados obtenidos en el presente estudio, se

detallan a continuacidn las conclusiones extraidas:

1. Los resultados demuestran una elevada tasa de parasitacion intestinal no
diagnosticada en poblacidon con Trastornos Gastrointestinales Crdnicos,
puesta en evidencia gracias a la combinacion de métodos de diagnéstico

parasitoldgico directos e indirectos.

2. La inclusién de métodos moleculares para el diagndstico del protozoo G.
intestinalis, ha aumentado la deteccién de casos respecto a estudios previos,
confirmando la sospecha del infradiagndstico del pardsito mediante los
métodos convencionales. Sin embargo, para el segundo pardsito mas
frecuente en el presente estudio, Blastocystis, la inclusion de la técnica de PCR
no ha aportado prevalencias superiores a las obtenidas mediante la

microscopia optica.

3. Ni el sexo, ni la edad influyeron de forma significativa en la prevalencia de
parasitacion, siendo ligeramente superior en individuos masculinos y en

pacientes con edades comprendidas entre los 20 y 30 afios.

4. Destaca de forma significativa la infeccidon por una sola especie pardsita o
monoparasitismo, producida por los protistas G. intestinalis y Blastocystis, 1o
gue se correlacionaria con la transmision por contacto directo con personas o
animales infectados, mas que por contaminacién fecal de agua y alimentos, lo
cual ampliaria el espectro de especies patdgenas con otros protozoos

intestinales comensales.
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5. La caracterizacion molecular de G. intestinalis, a nivel de genotipo vy
subgenotipo, reveld la mayor prevalencia del genotipo Ay el subgenotipo All,
lo que sugiere un origen de la infeccién antropondético, con vias de transmisién

persona-persona, de forma directa o indirecta.

6. La baja prevalencia de Blastocystis sp. detectada en los pacientes con TGCy
sintomatologia gastrointestinal, podria reforzar la hipdtesis de su caracter
comensal, como parte de una microbiota intestinal rica y diversa. No obstante,
seguramente el empleo de técnicas de PCR a tiempo real hubiera revelado un
mayor nimero de casos positivos entre la poblacién estudiada, por lo que no

se puede confirmar el papel del pardsito en la enfermedad en el ser humano.

7. Revisadas las discrepancias previas en cuanto a la patogenicidad de los
subtipos de Blastocystis, y junto con los resultados obtenidos, queda sin
confirmar la asociacion de un subtipo concreto con la enfermedad en el ser
humano, probablemente porque independientemente de la genética del
parasito, intervengan otros factores relacionados con la competencia

inmunoldgica del hospedador y la composicién de la microbiota intestinal.

8. La prevalencia de G. intestinalis fue elevada entre los pacientes con TGC,
destacando en aquellos con sindromes de malabsorcién a carbohidratos,
Enfermedad Celiaca y Sindrome de Intestino Irritable, aunque no pudo ser
demostrada una asociacion significativa entre ellos. Tampoco se hallé una
relacion entre dichas patologias y un genotipo/subgenotipo concreto del

parasito.

9. A pesar de una discreta presencia de Blastocystis sp. en asociacién con los
Trastornos Gastrointestinales Crdnicos, se ha podido constatar una asociacién

significativa entre el protista y la Intolerancia/malabsorcion a la lactosa.
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Ademds, se hallé una asociacidon significativa entre los pacientes con

Enfermedad Inflamatoria Intestinal y la presencia del ST1.

Los pacientes con G. intestinalis presentaron una mayor prevalencia de
sintomatologia intestinal y extraintestinal que el resto de los individuos
estudiados, prevaleciendo aquellos sintomas citados previamente en la
literatura para la infeccién crénica por el parasito; asimismo, se confirmo el

caracter intermitente o ciclico de los episodios agudos.

Los resultados obtenidos para Blastocystis sp., en los que no se pudo
demostrar una relacién entre el parasito y la sintomatologia gastrointestinal
estudiada, apoyan la hipdtesis de que podria considerarse un microorganismo
comensal, capaz de colonizar el colon a largo plazo, u oportunista,
aprovechando situaciones de compromiso intestinal para establecerse,
complicando la sintomatologia preexistente y agravando la situacién del

paciente con fatiga crdnica, dolor articular y pérdida de peso.

En el andlisis de los factores de riesgo de parasitosis en nuestro entorno,
solamente se identificd el contacto habitual con nifios/nifias y personas con
discapacidad como posible origen de la transmisidn, concretamente para la

infeccion por G. intestinalis.
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2. LIMITACIONES DEL  ESTUDIO Y
PROPUESTAS DE FUTURO

Debido a la falta de recursos, los individuos analizados en el presente estudio son
muy heterogéneos y constituyen un Unico grupo de pacientes con TGC y/o
sintomatologfa, faltando un grupo control de voluntarios sanos para poder clarificar

el poder patégeno de las especies parasitas identificadas.

Al no tratarse de pacientes reclutados de forma especifica y controlada para el
estudio de las enteroparasitosis en asociacién a un trastorno crénico, el tamafio
muestral de los grupos propuestos para los subandlisis ha sido reducido en la

mavyoria de los casos.

En el futuro, se deberian complementar los resultados obtenidos en la presente tesis
doctoral, con estudios especificos de cada una de las patologias estudiadas, que
incluyan un tamafio muestral adecuado, el analisis de las mismas variables y la
adicién de métodos diagndsticos similares para las especies parasitas mas
prevalentes y la comparacion de los resultados con un grupo de individuos sanos.
Ademads, serfa interesante incluir un protocolo de seguimiento de los pacientes con
estas patologias para observar la mejora tras el correcto tratamiento farmacoldgico

y nutricional.
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1. ANEXO 1. Ejemplo de informe de
resultados para el paciente

VNIVERSITAT | 1es CLINIQUES Cllos e e Mol
B VALENCIA | Bl VNIVERSITAT (CUNAFF)
0 Fumnacio Laasis Alcasyis CIF: G97694053

C/Guardia Civil n# 23, 46020 Valéncia ESPANA
Email: nutricional@uw.es Tk 96398 3488
felini

Paciente:

N2 Informe/Historia:

Fecha:

Muestras analizadas: Heces y Saliva

ANALISIS PARASITOLOGICO

A) HECES
EXAMEN MICROSCOPICO
Concentracién: NEGATIVO. No se detectan quistes de protozoos, ni huevos de helmintos.
REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA A TIEMPO REAL (Real time-PCR)
Deteccion de DNA de Giardia intestinalis en heces. POSITIVO.

REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA (PCR)

Deteccion de DNA de Blastocystis sp. en heces. NEGATIVO.

B) SALIVA
EXAMEN INMUNOLOGICO

Técnica de Enzimoinmunoensayo (ELISA indirecto) |gA secretora frente a Giardia intestinalis.

POSITIVO. Se detectan anticuerpos especificos anti-Giardia.
AT

Y

(LS

Fdo. Dra. Maria Trelis Villanueva

F.

f
+
|
|
1

DIAGNOSTICO: POSITIVO PARA GIARDIA INTESTINALIS.

Investigadora Principal

337



| Anexos

2. ANEXO 2. Cuestionario de recogida de
datos

- Fecha:

- Paciente:

- Edad:

- Localidad:
- Fumador/a:

- Alergias o episodios alérgicos:
- ¢Pruebas de intolerancia realizadas? IL: IF: SIBO:

- Antecedentes de parasitos intestinales:
- Desencadenante y tiempo de inicio de sintomas:

- Otra sintomatologia gastrointestinal en infancia:
- Valoracién salud en la infancia (0-10):

- Sintomas Gl actuales (Inmediatos durante ingesta o posteriores):

- D.A(EVA0-10):

- F(EVA0-10):

- Dolor zona abdominal:

- Borborigmos:

- Saciedad precoz o digestiones pesadas:

- Transito intestinal ACTUAL (Color, moco, sangre, esteatorrea). Tipo de heces (Bristol):

- Dispepsia (Reflujo, acidez, ardor, vomitos, nauseas):
- Eructos: Sabor metilico:
- Enfermedad Celiaca:
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e Anticuerpos:

e Biopsias:

e Genética:

Otras patologias gastrointestinales (SlI, Ell, gastritis, etc.):
Familiares con problemas o enfermedades gastrointestinales:

H. pylori:

Pruebas digestivas realizadas:

e Colonoscopia: Biopsias:
e Endoscopia: Biopsias:
e  (Gastroscopia: Biopsias:
e TAC:

Otras enfermedades:

Fecha ultima analitica y alteraciones recurrentes en el tiempo (TSH, anemia, enzimas,
PCR, Calprotectina fecal...)

Picores: Urticarias: Picor anal:
Piel atopica:

Dolor articular:

Cansancio o Fatiga cronica:

Pérdida de peso acusada:

Dolores de cabeza/Migrafias:

Ciclos de sintomas:

Problemas de salud en la infancia no intestinales:

Problemas hormonales/ginecolégicos/Infertilidad:

IG intestinal:

Tratamiento farmacolégico/ Complementos /Suplementos:
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3. ANEXO 3: Certificado del Comité Etico
de Investigacion en Humanos

VNIVERSITAT
| ) VA LENC]A Vicerectorat

d’Investigacio

D. José Maria Montiel Company, Profesor Contratado Doctor
Interino del departamento de Estomatologia, y Secretario del Comité
Etico de Investigacién en Humanos de la Comisién de Etica en
Investigacion Experimental de la Universitat de Valéncia,

CERTIFICA:
Que el Comité Etico de Investigacion en Humanos, en la
reunion celebrada el dia 13 de septiembre de 2018, una
vez estudiado el proyecto de tesis doctoral titulado:

“Enteroparasitosis asociadas a trastornos
gastrointestinales crénicos”, nimero de procedimiento
H1531322418689,

cuya responsable es Dfia. Susana Cifre Martinez, dirigida
por Dfia. Mara Trelis Villanueva, D. José Miguel Soriano
del Castillo y Diia. Monica Gozalbo Monfort,

ha acordado informar favorablemente el mismo dado que
se respetan los principios fundamentales establecidos en
la Declaracién de Helsinki, en el Convenio del Consejo
de Europa relativo a los derechos humanos y cumple los
requisitos establecidos en la legislacion espafiola en el
ambito de la investigacion biomédica, la proteccion de
datos de carécter personal y la bioética.

Y para que conste, se firma el presente certificado en Valencia, a
veintiseis de septiembre de dos mil dieciocho.
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4. ANEXO 4: Certificado del Comité de
Bioseguridad.

VNIVERSITAT
B VALENCIA

M2 Dolores Simé Piera, Técnica Superior de Prevencién de Riesgos
Laborales, especialidad de Higiene Industrial, y Secretaria del Comité de
Bioseguridad, de la Comisién de Etica en Investigacion Experimental de la

Universitat de Valéncia,

CERTIFICA:

Que, reunido el Comité de Bioseguridad de la Universitat de Valéncia,
el dia 30 de Moviembre de 2018, y estudiado el proyecto de
investigacién titulado: “Enteroparasitosis asociadas a trastornos
gastrointestinales crénicos”, cuya investigadora principal es Maria

Trelis Villanueva, ha acordado emitir

INFORME FAVORABLE

-  Sobre las medidas de contencidn aplicadas (segun Real
Decreto 664,/1897),

- En el cumplimiento de los principios aplicados de Seguridad e

Higiene en el trabajo establecidos en la normativa vigente.

¥ para que conste, se firma el presente certificade en Valencia, a 30 de

Noviembre de 2018

Este certificado se emite de acuerdo a la informocién aportada por elfia investigadar/o principol.
Cualguier cambie en los condiciones de trabajo deberd comunicarse previomente o este Comité
que, en sy caso, EMitird un nuevo certificado.
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