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Subtipos genéticos de Blastocystis sp. y el síndrome de intestino irritable. 
Estudio de casos y controles 

Resumen 
Blastocystis hominis ha sido definido como comensal ó parasito, sin embargo esto ha 

estado en discusión los últimos 30 años, ya que se tienen reportes de personas 
portadoras de este microorganismo con cuadros diarreicos, urticaria, sangre en heces y 
alteraciones en la frecuencia y forma de sus deposiciones, mientras que en otros B. 
hominis es un hallazgo en estudios coproparasitoscópicos. Asimismo en este tiempo han 
sido poco claras las especies propuestas del genero Blastocystis. En 2007, con la 
caracterización de los subtipos del género Blastocystis, se sugirió referirse a estos 
organismos como Blastocystis sp., y al conocer el subtipo, fue posible clasificarlos, lo que 

abrió la posibilidad de la existencia de subtipos comensales y subtipos patógenos, los 
cuales pueden ayudar a resolver el dilema de encontrar en algunas personas a 
Blastocystis sp., como comensal y en otras encontrarlo como parasito. En la última 

década por estudios de América del norte, Europa y Asia, surgió la posibilidad de que 
Blastocystis sp. sea uno de los agentes causantes del síndrome de intestino irritable (SII). 
En la presente tesis se analizó el posible papel de Blastocystis sp. en el SII, para lo cual 

se establecieron los siguientes objetivos particulares; 1) Establecer la prevalencia de 
Blastocystis sp. pacientes con SII vs. controles. 2) Identificar los subtipos genéticos de 
Blastocystis sp. presentes en la población mexicana. 3) Identificar otros posibles agentes 
etiológicos infecciosos del SII en nuestra población. 
Inicialmente se contó con la participación de 62 pacientes en el grupo de casos, de los 
cuales 50 cumplieron con los criterios de inclusión. En el grupo de controles se reclutaron 
95 participantes, de los cuales 65 tuvieron todos los criterios de inclusión. La edad 

promedio de los individuos de ambos grupos (n=115) fue de (mediaDE) 4915.6 años. 
En el grupo de casos se incluyeron pacientes diagnosticados con SII con los criterios de 
ROMA III y en quienes se descartó alguna otra patología mediante colonoscopia. El grupo 
control estuvo conformado por pacientes que presentaron alguna alteración en el tubo 
digestivo bajo, diferente al SII. Por estudios coproparasitoscópicos se encontró una 
prevalencia global de Blastocystis sp. del 23.5%, 16/50 (32%) de los pacientes con SII y 

11/65 (16.9%) de los controles fueron portadores, sin embargo este microorganismo solo 
mostró una tendencia de asociación con este trastorno (p=0.0581, OR=2.31, IC=0.956-

5.567).  
Los estudios moleculares mostraron que los subtipos más comunes de Blastocystis sp. 

fueron el ST1 y ST3, en la mayoría de los casos en co-infección. También se encontró el 
ST2, que presentó una identidad del 90% con el género Blastocystis, las demás 

secuencias presentaron una identidad superior al 97% con respecto a secuencias 
encontradas en otros países como Japón, Dinamarca y Estados Unidos. Blastocystis fue 
el parásito más frecuente en el grupo de los casos, mientras que en el grupo control lo fue 
Dientamoeba fragilis seguido de Blastocystis sp. Por parte de las bacterias, para ambos 
grupos fue Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae y Pseudomonas aeruginosa. Solo en 

un paciente del grupo control se identificó un caso de rotavirus y en un paciente con SII se 
identificó Salmonella parathyphi A.  
Debido a que el Blastocystis sp. solo mostró una tendencia de asociación con el parásito 

SII, es recomendable ampliar el tamaño de muestra para aclarar ó desechar esta 
asociación. Debido a que actualmente se desconoce cómo es la estructura genética 
poblacional de Blastocystis sp., considerando los datos obtenidos en la presente tesis y 

de las secuencias del GenBank, podemos suponer que este parásito puede presentar una 
estructura clonal con cierto grado de recombinación entre variantes genotípicas cercanas 
que puedan encontrarse en el ambiente o co-infectando a un mismo individuo.  
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Genetic subtypes of Blastocystis sp. and irritable bowel syndrome, 
a case-control study 

 
Abstract  
For the last 30 years ago, the pathogenic character of Blastocystis hominis is 

controversial, because it is found as a parasite in individuals with enteric and cutaneous 
symptoms but also as commensal organism in healthy and asymptomatic subjects. 
Besides, its taxonomic status is still under study with scarce unclear species. In 2007, it 
was proposed to use the Blastocystis sp terminology to improve the scientific 

communication, about this microorganism followed by the genetic subtype; thus, some 
subtypes were refereed as commensals and others as pathogens. Some studies in North 
America, Europe and Asia showed to Blastocystis as probable etiologic agent for to 
develop irritable bowel syndrome (IBS). 
The purpose of the present study is to analyze the role of Blastocystis in the etiology of 

irritable bowel syndrome (IBS), following specific aims: 1) to know the prevalence of 
Blastocystis sp in IBS and controls groups; 2) to identify the genetic subtypes of this 
microorganism in a Mexican population and 3) to recognize other possible etiological 
infectious agents in IBS in our population. 
Initially we had the participation of 62 patients in the group of cases, of which 50 met the 
inclusion criteria. In the control group were recruited 95 participants, of whom 65 had all 
the inclusion criteria. The average age of individuals in both groups (n = 115) was 

(meanDE) 4915.6 years. In the case group included patients diagnosed with IBS with 
Rome III criteria and excluded other disorders detected by colonoscopy. The control group 
consisted of patients who had some alteration in the gastrointestinal tract, other than the 
IBS.  
Stool investigations for parasites found an overall prevalence of Blastocystis sp. 23.5%, 
16/50 (32%) in patients with IBS and 11/65 (16.9%) in controls. Although Blastocystis was 

the most common parasite found in IBS patients, this microorganism only showed a trend 
of association with these patients (p=0.0581, OR=2.31, IC=0.956-5.567). Molecular 
studies showed that the main subtypes found were ST1 and ST3 with a high co-infection 
of these subtypes within participants, while ST2 was found in some patients. All ST 
showed a high identity regarding to Blastocystis Genus (ST2=90%, ST1 and ST3 >97%), 
similar to other sequences of parasites from Japan, Denmark and United State. 
Blastocystis was more common in the IBS group, while Dientamoeba fragilis and after 
Blastocystis were more frequently in the control group. Regarding bacteria found, 
Escherichia coli was identified in >86% of participants; followed in frequency by Klebsiella 
and Pseudomonas. Rotavirus was only found in one control and Salmonella parathyphi A 

was identified in one IBS patient. 
Because Blastocystis sp. only showed a trend of association with the parasite IBS, we 
recommended to perform studies with a high sample size to confirm or discharge this 
tendency. The genetic structure in Blastocystis sp. is unknown; thus, our clinical and 

molecular data and sequences reported in the GenBank, let us to hypothesize that this 
parasite exhibit a clonal structure with scarce genetic recombination within variants or 
subtypes closer that could be founded in the environment or with co-infection in a same 
carrier. 
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INTRODUCCIÓN 

Blastocystis hominis es un microorganismo de distribución mundial que afecta a los seres 

humanos así como a mamíferos, aves, anfibios y marsupiales (Boreham y Stenzel 1993; 

Stenzel et al., 1994; Chen et al., 1997; Moe et al., 1997; Duda et al., 1998; Yoshikawa et 

al., 2003; Abe et al., 2003a; Abe et al., 2003b; Tan 2004; Abe 2004; Noël et al., 2005; 

Parkar et al., 2007; Parkar et al., 2010). Ha sido difícil clasificar a este microorganismo ya 

que presenta un gran polimorfismo (su tamaño oscila entre 4 y 200 micras y tiene 

diferentes formas), además se presenta en una gran variedad de hospederos (Zierdt 

1991; Zaman et al., 1997; Tan 2004; Tan y Suresh 2006a; Tan y Suresh 2006b.). 

Recientemente, con la información sobre la secuencia completa del gen de la subunidad 

pequeña ribosomal (SSUrDNA) de B. hominis, se ha colocado dentro del reino Chromista 

(Cavalier–Smith., 1998) lo que convierte a B. hominis en el único Chromista (conocido 

hasta ahora) que afecta a seres humanos (Windsor et al., 2007). 

A pesar de que B. hominis fue descrito a principios del siglo XX, sólo se había estudiado 

extensamente su morfología (Zierdt, 1991) y hasta la última década se han obtenido 

avances significativos en el conocimiento de su biología (Tan 2008); sin embargo, aún no 

se ha aclarado su virulencia y su ciclo de vida (Tan 2008), aunque los datos 

epidemiológicos actuales, así como estudios in vitro e in vivo, indican que en el género 

Blastocystis hay representantes con potencial patógeno (Garavelli et al., 1991; Carbajal et 

al., 1997a; Lanuza et al., 1999; Giacometti et al., 1999; Pasqui et al., 2004; Puthia et al., 

2005; Puthia et al., 2006; Boorom 2008; Dominguez-Marquez et al., 2009; Yakoob et al., 

2010). 

 
ANTECEDENTES 

Biología de Blastocystis hominis 

Taxonomía 

Durante casi un siglo la clasificación taxonómica de B. hominis estuvo en debate, siendo 

colocado dentro del reino de los hongos y posteriormente clasificado como un protozoario 

(Silberman et al., 1996). Por otra parte, dentro del Género Blastocystis, existe la discusión 

sobre la diferenciación de especies y el cómo mencionar a sus integrantes, siendo la 

recomendación más reciente referirse a estos microorganismos como Blastocystis sp. 

(Stensvold et al., 2007a). Al analizar la secuencia del gen de la SSUrDNA de 2 aislados 

de Blastocystis recuperados de muestras humanas, se encontró que este organismo se 

ubicaba dentro del grupo de los estramenófilos, grupo muy complejo y diverso que se 
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encuentra representado por organismos unicelulares y pluricelulares, así como 

organismos fotosintéticos y heterótrofos como se muestra en la Figura 1 (Silberman et al., 

1996).  

 

Figura 1. Reconstrucción filogenética de Blastocystis hominis, en relación a otros 

eucariontes, con base en el análisis de las secuencias de la SSUrDNA utilizando los 

métodos de Máxima parsimonia, Neighbour-joining y Máxima verosimilitud, mediante 100 

repeticiones. Las cepas de referencia usadas de Blastocystis y sus códigos de acceso del 

GenBank fueron: ATCC 50177 (U51151) y ATCC 50578 (U51152). B. hominis se 

encuentra cercano al estramenófilo heterótrofo, Proteromonas lacertae (tomado de 

Silberman et al., 1996).  
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Después de analizar la complejidad de los estramenófilos y al realizarse una re-

evaluación de la clasificación taxonómica de los 5 reinos, se sugirió la creación de un 

sistema de clasificación de 6 reinos (Cavalier-Smith 1998; Cavalier Smith 2004), 

quedando los organismos estramenófilos dentro de un nuevo reino, el Chromista, en el 

que ahora se ubica el grupo de organismos Heterokonta, en el que se incluyen 

organismos unicelulares y pluricelulares, así como heterótrofos y autótrofos.  

La ubicación filogenética de B. hominis es cercana al flagelado Proteromonas lacertae, sin 

embargo debido a que los estramenófilos se caracterizan por poseer flagelos y 

Blastocystis sp. carece de ellos y es inmóvil, se les ha ubicado en la nueva Clase 

Blastocystea, generándose un orden y una familia para el género Blastocystis (Cavalier-

Smith 1998; Tan 2004). Quedando la Clasificación taxonómica de B. hominis de la 

siguiente manera: 

 

Reino: Chromista 

   Subreino: Chromobiota  

 Infrareino: Heterokonta 

  Subphylum: Opalinata 

   Clase: Blastocystea 

    Orden: Blastocystida  

     Familia: Blastocystidae  

      Genero: Blastocystis 

       Especies propuestas: B. hominis. 

                    B. geocheloni 

                    B. cycluri 

                   B. pythoni 

                   B. lapemi 

     (Cavalier-Smith, 1998; Yoshikawa et al., 2004a) 

Se han propuesto más especies dentro del género Blastocystis y el nombre de algunas 

especies se definió respecto al hospedero donde fueron encontradas, sin embargo se ha 

observado que existen aislados que son capaces de infectar a más de un hospedero, 

tales son los casos de B. hominis y B. ratti. 
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Morfología 

Blastocystis sp. presenta grandes polimorfismos; tiene 4 formas principales (Figura 2): la 

vacuolar (2a), la granular (2b), la ameboidea (2c) y la forma quística (2d). La forma 

vacuolar, también referida como la forma de cuerpo central ó vacuola central, varía 

enormemente en su tamaño que va de 2 a 200 µm de diámetro (Leelayoova et al., 2002; 

Tan, 2008), su característica distintiva es una gran vacuola que ocupa hasta el 90% del 

volumen celular, que tiene aparentemente una función de almacén, mientras que en el 

citoplasma periférico se encuentran el núcleo, organelos tipo mitocondrias (con crestas 

tubulares), aparato de Golgi y retículo endoplásmico (Stenzel y Boreham, 1996; Tan, 

2004); la forma vacuolar es la que se observa prácticamente en todos los exámenes 

coproparasitoscópicos y medios de cultivo (Duda et al., 1998; Leelayoova et al., 2002; 

Stensvold et al., 2007b; Souppart et al., 2009; Rene et al., 2009). La forma granular 

presenta un tamaño que va de los 2 a 40 µm y presenta numerosos gránulos en el 

citoplasma periférico e inclusive dentro de la vacuola central (Tan, 2004). La forma 

ameboidea se observa solo ocasionalmente en muestras fecales, pero se encuentra 

comúnmente en cultivos in vitro, siendo su descripción morfológica motivo de conflicto y 

confusión en los reportes (Tan et al., 1996; Chen et al., 1997; Tan y Suresh, 2006a; Tan, 

2008); se ha sugerido que es una forma intermediaria entre la forma vacuolar y la quística, 

y que tiene la capacidad de ingerir bacterias para obtener los requerimientos suficientes 

para su enquistamiento (Singh et al., 1995; Suresh et al., 2009). Se ha propuesto que la 

forma ameboidea tiene un papel importante en la patogenia de Blastocystis, ya que se 

encuentra en muestras fecales de portadores con diarrea (Carbajal et al., 1997a; Tan y 

Suresh, 2006a; Tan y Suresh 2006b; Tan, 2008). La forma quística fue descrita y 

confirmada entre 1988 y 1999; los quistes son esféricos u ovales y están protegidos por 

múltiples capas, contienen de 1 a 4 núcleos, así como vacuolas y depósitos de lípidos y 

glucógeno (Mehlhorn, 1988; Zaman et al., 1997; Moe et al., 1996; Moe et al., 1999). Los 

quistes miden de 3 µm a 15 µm de diámetro cuando su hospedero es el ser humano (Tan 

2004; Suresh et al., 2005; Tan 2008). Se ha observado que pueden sobrevivir en agua 

durante 19 días a temperatura ambiente, pero son lábiles al calor y al frío extremo (Moe, 

et al., 1996). Las formas vacuolar y granular son sensibles a los cambios de temperatura y 

exposición al aire, por lo que es probable que el estado quístico sea la forma de 

transmisión de este organismo (Zierdt, 1991; Suresh et al., 2005; Leelayoova et al., 2004; 

Tan, 2008; Rangel, 2010). Se ha observado que entre el 21% y el 29% de los individuos 

infectados con Blastocystis, excretan quistes, pero no se conoce la distribución de quistes 
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en heces ni su frecuencia de liberación (Suresh y Smith, 2004; Rene et al., 2009). Menos 

del 30% de los individuos infectados liberan quistes, lo que puede deberse a que pasan 

desapercibidos por su tamaño tan pequeño, a que podrían ser expulsados en la materia 

fecal de manera intermitente, a que los distintos subtipos (ST) de Blastocystis podrían 

tener distintas tasas de producción de quistes, o a la existencia de diferentes grados de 

resistencia de los quistes de los diferentes subtipos. Todo esto puede influir en la 

eficiencia del diagnostico (Stensvold et al., 2007b). 

 

 

Figura 2. Morfología característica de Blastocystis sp. (imagen tomada de Tan, 2004). A) 

La forma de cuerpo central con su característica vacuola que ocupa más del 90% del 

citoplasma celular, la flecha señala el borde de la vacuola y los núcleos. B) El estadio 

granular refringe bajo la luz del microscopio óptico. C) La forma ameboidea tiene 

pseudópodos. D) La forma más pequeña de Blastocystis es la quística, probable 

responsable de su trasmisión. La línea de referencia mide 10µm. 
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Ciclo de vida 

Se han propuesto diversos ciclos de vida de Blastocystis basados en los estadios 

conocidos en su momento, siendo ampliamente discutidos los temas referentes a su 

morfología, la secuencia de un estadio a otro y su forma de reproducción. Hace apenas 

20 años se describió la forma quística, lo que ha permitido comenzar a dilucidar su ciclo 

de vida. Tan en el 2008 propone un ciclo de vida en el que considera que existen varios 

reservorios de Blastocystis sp. entre poblaciones de animales y que los humanos son 

hospederos potenciales de distintos subtipos zoonóticos, esto con base en la evidencia de 

9 subtipos genéticos, de los cuales 7 se han encontrado en humanos, además de ser 

reportados en aves, roedores, cerdos y primates no humanos.  

El ciclo de vida de Blastocystis se ilustra en la Figura 3: el quiste penetra al tracto 

digestivo por vía oral-fecal, por el consumo de alimentos ó agua contaminada (Yoshikawa 

et al., 2004a; Leelayoova et al., 2004; Suresh et al., 2005; Li et al., 2007; Leelayoova et 

al., 2008; ), el parásito se desenquista por el contacto con los ácidos gástricos y enzimas 

intestinales, dando lugar a la forma vacuolar en menos de 24 horas (Moe et al., 1997; Moe 

et al., 1999; Leelayoova et al., 2004). La forma vacuolar, que es la principal forma 

diagnóstica y la más relevante en la transición de los diferentes estadios, incrementa su 

tamaño de 2 a 10 veces (en relación al tamaño del quiste) dependiendo del subtipo y del 

hospedero, este estadio puede alcanzar un tamaño de 200 µm (Tan, 2008). De la forma 

vacuolar se deriva la forma granular, sin embargo no se conocen las condiciones que 

favorecen este cambio, también se ha observado que de la forma granular se puede 

desarrollar la forma vacuolar. In vitro la forma vacuolar es un estado de transición para la 

forma ameboidea y esta puede desarrollarse hasta la forma quística (Moe et al., 1997). En 

cuanto a la reproducción, se ha observado que la forma vacuolar se divide por fisión 

binaria y que del resultado de esta reproducción asexual se generan nuevas formas 

vacuolares ó formas que derivan en los pre-quistes, que están cubiertos por una espesa 

capa fibrilar, formando así los quistes que finalmente se depositan y expulsan en las 

heces (Zaman et al., 1997; Tan 2008). 

Se considera que los factores ambientales adversos son los que favorecen el desarrollo 

de los quistes, ya que estos se pueden formar a partir de las formas vacuolares, 

granulares o ameboideas (Tan 2008). Se ha observado menor concentración de quistes 

en muestras frescas que en muestras almacenadas, lo que sugiere que estados de estrés 

desencadenan su formación, sin embargo la viabilidad de los quistes disminuye después 

de dos días, aunque se encuentran quistes viables de Blastocystis hasta después de 19 
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días de ser expuestos al medio ambiente, si están en un medio acuoso (Moe et al., 1996). 

Los quistes viables en agua ó alimentos pueden infectar a un nuevo hospedero y 

comenzar de nuevo el ciclo (Suresh. et al., 1994; Zaman et al., 1997; Moe et al., 1997; 

Yoshikawa et al., 2004a; Leelayoova et al., 2008; Tan, 2008). 

 

Figura 3. Ciclo de vida de Blastocystis sp. (cortesía de la Biol. Cecilia Rangel, 

Departamento de ecología de agentes patógenos del Hospital general Dr. Manuel Gea 

González.). Después de la ingesta del quiste, se forma el estadio vacuolar en el tracto 

digestivo del hospedero el cual se reproduce por fisión binaria y se presentan transiciones 

con las formas granular y ameboide (como la transición de una forma a otra no está bien 

comprendida, se representa con líneas punteadas). El enquistamiento ocurre al final del 

tracto intestinal, los cuales se liberan en las heces al medio ambiente, los quistes recién 

liberados presentan una capa fibrilar que gradualmente se pierde. Por el ciclo de vida de 

Blastocystis es posible concluir que se trata de una zoonosis, ya que se han encontrado 

quistes de B. hominis en roedores, animales domésticos y de granja.  
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Epidemiología. 

A escala mundial se ha llegado a considerar que Blastocystis es el eucarionte intestinal 

más común (Thathaisong et al., 2003; Boorom 2007; Windsor 2007), presentando una 

mayor prevalencia en países en vías de desarrollo y zonas tropicales pobres, en donde se 

ha documentado una frecuencia de hasta el 60% en Indonesia (Pegelow et al., 1997), 

mientras que en países desarrollados como E.U., se ha encontrado un comportamiento 

estacional y una prevalencia del 10% (Amin, 2006). 

En México, la información que se tiene sobre Blastocystis sp. es limitada en los aspectos 

clínicos, epidemiológicos e inexistentes en cuanto a la identificación de sus subtipos 

genéticos, por lo que se desconoce su comportamiento y distribución en las distintas 

regiones de nuestro país, no obstante se ha incrementado el número de personas que 

son diagnosticadas como portadores de este microorganismo. Estudios coprológicos 

realizados en México en niños residentes de zonas urbanas mostraron una prevalencia 

del 3% al 7% (Diaz et al., 2003), mientras que en comerciantes de alimentos de mercados 

establecidos en la delegación de Xochimilco, (zona conurbada del Distrito Federal), se 

encontró una prevalencia del 42% (Cruz-Licea 2003). En el Hospital General ―Dr. Manuel 

Gea González‖, por examen coproparasitoscópico, Blastocystis sp. presentó durante el 

2008 una prevalencia del 14% (comunicación personal con la QC. Sara Arroyo, 

responsable del laboratorio clínico). 

Desde los años 90‘s se observó que Blastocystis sp. era un organismo que se presentaba 

con una alta frecuencia y en un amplio intervalo de hospederos, describiéndose en 

primates, ungulados, gatos, perros, cerdos, roedores, pájaros, aves de corral, reptiles, 

anfibios e incluso insectos como la cucaracha (Teow et al., 1992; Stenzel et al., 1994; 

Yoshikawa et al., 1996; Duda et al., 1998; Lee et al., 1999, Abe et al., 2003a; Abe et al., 

2003b; Thathaisong et al., 2003; Yoshikawa et al., 2004b; Yoshikawa et al., 2007), 

además del hombre (Boreham y Stenzel, 1993). En los últimos años diversos trabajos 

ponen de manifiesto la existencia de variaciones entre aislados compartidos entre el 

humano y otros hospederos animales. La descripción de diferentes perfiles proteicos, 

cariotipos, zimodemos y secuencias, constituyen pruebas de la posible existencia de 

poblaciones morfológicamente idénticas con una amplia heterogeneidad genética (Tan 

2008). 

Yoshikawa et al. (1996), mediante el uso de RAPD (Random Amplified Polymorphic DNA) 

señalaron la posibilidad de que esta parasitosis fuera una zoonosis, al demostrar la 

existencia de variaciones entre aislados de Blastocystis procedentes de diferentes 
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hospederos de un mismo o de diferente género y la semejanza entre los aislados de aves 

y humanos. Thathaisong et al., (2003) observaron la existencia de variantes genéticas 

idénticas en humanos como en animales de granja (cerdos y caballos). La transmisión 

interhumana se fortaleció en un estudio realizado por Yoshikawa et al. (2000)  en el que 

se compararon los genomas de aislados procedentes de dos centros de salud y 

observaron que el intercambio entre humanos venía acompañado de un intercambio de 

variantes genéticas, por lo que consideraron la infección por B. hominis como una 

antropozoonosis. Clark en 1997 analizó la secuencia de la SSUrDNA de 30 aislados de 

Blastocystis seleccionados aleatoriamente usando el análisis por RFLP (Restriction 

Fragment Lenght Polymorphisms) con 11 enzimas de restricción tras la amplificación por 

PCR (Polimerase Chain Reaction). El dendograma obtenido mostró la existencia de siete 

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

Arisue et al. (2003), compararon las secuencias de la SSUrDNA de aislados de 

Blastocystis de origen humano y animal, destacando que gracias al análisis de las 

secuencia del DNA, se obtuvo una clara divergencia entre los aislados, aunque algunos 

aislados eran compartidos entre humanos y animales. 

Stensvold et al., (2007a) realizaron un consenso para la terminología de las diferentes 

variantes de B. hominis. Debido a que diferentes asilados de distintos hospederos eran 

semejantes, notando la existencia de una correspondencia entre los múltiples grupos, 

ribodemos, subtipos y clados propuestos para las variantes encontradas en los diferentes 

estudios que se hicieron con la SSUrDNA (Noel et al., 2005, Yoshikawa et al., 2000, 

Arisue et al., 2003, Yoshikawa et al., 2003, Abe et al., 2003). Así se estableció la 

existencia de 9 subtipos mundiales, siendo que cada subtipo ha sido reportado por lo 

menos dos veces en estudios diferentes (Figura 4), aunque cabe mencionar la existencia 

de subtipos autóctonos, que solo han sido descritos de manera aislada, como los 

encontrados en China por Li et al., 2007 y el subtipo 10 (también nombrado con el numero 

romano X), que fue encontrado en cucarachas (Yoshikawa et al., 2007) en un estudio 

posterior a la terminología planteada por Stensvold y colaboradores en 2007. A partir de 

este consenso se recomendó referirse a los diferentes asilados encontrados en humanos, 

aves, mamíferos y reptiles como Blastocystis sp. y si se conoce el subtipo, debe ser 

mencionado, ya que por el momento solo se cuentan con datos genéticos de la SSUrDNA 

de distintos aislados, quedando aún por definir de manera clara la nomenclatura de este 

género.  
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Figura 4. Subtipos de Blastocystis sp. (Imagen tomada de Yoshikawa et al., 2007). Se 

incluyen secuencias de B. hominis, B. pythoni, B. lapemi, B. cycluri, B. geocheloni y de 

aislados de Blastocystis de distintos hospederos (humano, simio, gallina, cerdo, iguana, 

pitón, serpiente marina, rata, tortuga y rana). El marcador usado es un fragmento de la 

SSUrDNA. Se usó como grupo externo a Proteromonas lacertae, además de otros 

estramenófilos. Para la reconstrucción filogenética se uso Máxima verosimilitud, Máxima 

parsimonia, un análisis de Probabilidad posterior y un análisis Bayesiano. En los nodos se 

muestran los valores de bootstrap.   
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Si los aislados obtenidos en diferentes especies fueran especies distintas, no serían B. 

hominis, sin embargo los aislados de diferentes hospederos (considerados anteriormente 

como especies) se encuentran representados dentro de los nueve clados (agrupaciones) 

del genero Blastocystis, por lo que se considera ya no referirse a especies dentro de este 

género, si no a Blastocystis sp. Actualmente se ha comenzado a esclarecer la abundancia 

y distribución de los distintos subtipos en el mundo, lo cual ayudará a esclarecer la 

existencia de posibles variantes patógenas. En Asia y Europa los subtipos más frecuentes 

son el ST1 y ST3 (Yoshikawa et al., 2004b; Stensvold et al., 2006; Yan et al., 2006; Li et 

al., 2007; Wong et al., 2008; Tan et al., 2008, Leelayoova et al., 2008; Souppart et al., 

2009). Sin embargo en España, Dominguez-Marquez et al. (2009) observaron el ST 4 con 

una frecuencia del 94%, siendo que esta variante además de humanos solo se ha 

observado en roedores, por lo que se le ha propuesto como una especie diferente: 

Blastocystis ratti (Chen et al., 1997).  

Aún falta por analizar la genética poblacional, la afinidad por un hospedero, tipo de 

reproducción (asexual y/ó sexual), la existencia de alguna afección particular en los 

humanos y la filogenia de este organismo con base en otros marcadores moleculares, 

para considerar si la distancia genética es suficiente y constante entre los distintos 

marcadores genéticos para considerar a las variantes existentes como especies distintas 

ó solo variantes de una misma especie.  

 

Patología 

La participación de Blastocystis sp. como patógeno para el ser humano se encuentra en 

debate, existen artículos que lo refieren como un parásito que genera daño y otros que lo 

refieren como comensal, esto se debe a que se han documentado tanto casos de 

portadores asintomáticos, como de enfermos sintomáticos, en algunos de los cuales al 

erradicar a este organismo se elimina el malestar (Doyle et al., 1990; Zierdt et al., 1991; 

Stenzel y Boreham 1996; Carbajal et al., 1997a; Giacometti et al., 1999; Yakoob et al., 

2004; Pasqui et al., 2004; Valsecchi et al., 2004; Rossignol et al., 2005; Boorom 2007; 

Kaya et al., 2007; Katsarou-katsari et al., 2008; Tan et al., 2008; Dominguez-Marquez et 

al., 2009; Jones et al., 2009). Llama la atención que a pesar del conocimiento de este 

microorganismo desde principios del siglo XX, es tan solo después de la década de los 

80‘s que se empezaron a identificar personas que presentaron diversos malestares y, que 

al eliminar a Blastocystis, en muchas ocasiones se mitigan (Boorom, 2007). Es importante 
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aclarar que debido al papel tan controversial de este microorganismo y a la amplia 

variedad de manifestaciones clínicas a las que se le ha asociado, se ha sugerido la 

existencia de variantes comensales, de las que recientemente han surgido variantes 

patógenas, las cuales se enfrentan a hospederos que presentan cierto grado de 

inmunidad, por tener contacto previo con las formas comensales (Yoshikawa et al., 2003; 

Arisue et al., 2003; Boorom 2007). 

En la última década se ha acumulado evidencia epidemiológica y de estudios in vivo e in 

vitro que sugieren el potencial patógeno de este parásito (Tan, 2008). Entre las 

características clínicas no específicas que se le han relacionado a Blastocystis sp. se 

encuentran: nausea, anorexia, dolor y distensión abdominal, flatulencia y diarrea crónica ó 

aguda, cambio en la frecuencia de las deposiciones, siendo el dolor abdominal y la diarrea 

los padecimientos más frecuentes, aunque en muchos casos estos síntomas 

eventualmente se auto-limitan (Tan, 2004). También se le han atribuido a este 

microorganismo síntomas alérgicos y cutáneos (Giacometti et al., 2003; Valsecchi et al., 

2004; Katsarou-Katsari et al.,  2008). Un estudio reciente reveló que la presencia de 

urticaria aguda se asoció con la forma ameboide del ST3 de Blastocystis (Katsarou-

Katsari et al., 2008). Otro estudio realizado en 388 pacientes italianos con trastornos 

abdominales, mostró que 81 de ellos presentaron Síndrome de Colon Irritable, nombre 

con el que anteriormente se designaba al Síndrome de Intestino Irritable (SII) y de estos, 

38 presentaron Blastocystis en sus heces (Giacometti et al., 1999). Asimismo, un estudio 

comparativo entre 95 pacientes paquistaníes con SII, acordes a los criterios de Roma II y 

55 testigos (pacientes con episodios recientes de diarrea, pérdida de apetito, fiebre y 

malestar abdominal), mostró que el 32% de los casos fueron positivos para Blastocystis 

sp., mientras que solo el 7% de los testigos fueron positivos para este parásito  (Yakoob et 

al., 2004).  

Por otra parte, un estudio de casos y controles enfocado a estudiar la asociación entre 

hallazgos endoscópicos (mediante endoscopia gastrointestinal superior y sigmoidoscopia) 

y características clínicas de adultos saludables portadores y no portadores de Blastocystis 

sp. en Taiwán, no mostró una asociación estadística entre los hallazgos patológicos 

durante el análisis endoscópico y la presencia del microorganismo (Chen et al., 2003). 

Recientemente se propusieron algunos determinantes y mecanismos relativos a la 

patogenicidad de Blastocystis (Stensvold et al., 2009). Los determinantes de 

patogenicidad son: 1) Abundancia de parásitos: la presencia de 5 microorganismos por 

campo observados a 40X ó 100X se ha asociado a la presentación aguda de síntomas 
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gastrointestinales (Kain et al., 1987; Tan, 2008). 2) Estado inmune de los individuos 

parasitados; los individuos inmunocomprometidos muestran manifestaciones clínicas más 

severas (Cirioni et al., 1999; Stensvold et al., 2009). 3) Variantes genéticas del parásito: la 

literatura indica que los subtipos más frecuentes en pacientes sintomáticos son los ST1 y 

ST3 (Yan et al., 2006; Jones et al., 2009), mientras que el ST2 fue el más frecuente en 

individuos asintomáticos  (Dogruman-Al, et al., 2008). 4) Intervención del tratamiento: 

varios estudios han mostrado una reducción de los síntomas ante el tratamiento 

antiparasitario en portadores de Blastocystis sp. (Tan, 2008). Por otra parte, los 

mecanismos de patogenicidad propuestos para Blastocystis son: 1) Inducción de 

reacciones alérgicas: se ha propuesto que las reacciones alérgicas cutáneas podrían ser 

causadas por ciertos antígenos del parásito capaces de promover interleucina (IL) 3, IL-4, 

IL-5 o IL-13 e inducir la liberación de IgE como una respuesta tipo Th2 (Garavelli et al., 

1991; Tan, 2008). 2) Degradación de IgA secretoria por acción de proteasas: aunque el 

papel de la IgA en la defensa del hospedero frente a la infección por Blastocystis sp. es 

desconocida, se ha documentado la degradación de estas inmunoglobulinas secretoras 

en sobrenadantes y extractos crudos de B. ratti (Blastocystis sp. ST4) por medio de 

proteasas de cisteína, las cuales se han localizado en la vacuola central de aislados 

zoonóticos (Puthia et al., 2005). 3) Cambios en la permeabilidad epitelial por la inducción 

de apoptosis en las células intestinales del hospedero, ruptura y alteración de la función 

de la barrera epitelial: se observó que durante el cultivo de líneas celulares epiteliales 

IEC-6 con Blastocystis sp. se indujo apoptosis de manera independiente al contacto con 

las células, así como la presentación de re-arreglos en la distribución de F-actina, 

disminución de la resistencia transepitelial e incremento en  la permeabilidad epitelial 

(Puthia et al., 2006). 4) Modulación de la respuesta inmune e inducción de citocinas de 

células epiteliales colónicas: también se ha demostrado in vitro que Blastocystis induce la 

producción de la interleucina proinflamatoria IL-8 después de 24 horas de co-cultivo con la 

línea celular de intestino HT-29, por medio de la activación del factor nuclear κB, mientras 

que a tiempos cortos (menores de 6 horas), no se encontró ningún incremento de esta 

interleucina, por lo que se ha especulado que el microorganismo podría influir en la 

modulación de la respuesta inmune (Puthia et al., 2008). 

Por lo anterior, se ha propuesto que debido a que Blastocystis sp. no es un organismo 

invasivo, los productos secretados por el parásito (como las proteasas de cisteina) 

podrían iniciar el proceso inflamatorio por la activación de receptores en la superficie 

celular, así como ejercer una serie de daños en las células del hospedero, resultando en 
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efectos citopáticos, ruptura y alteración de la barrera epitelial enterocítica y en la 

producción de citocinas proinflamatorias (Tan et al., 2008). 

 

Tratamiento 

Recientemente, Tan (2008) concluyó que es equivocada la necesidad de dar tratamiento 

antiparasitario a todos los portadores de Blastocystis sp. debido a lo controversial que 

resulta la patogenia de este microorganismo y a la aparente naturaleza auto-limitante de 

los síntomas que provoca este parásito. Existe un consenso sobre Blastocystis sp. como 

causa de enfermedad cuando se confirma la ausencia de cualquier otro patógeno 

conocido (víral, bacteriano, fúngico ó parasitario) y aparece en número elevado en las 

heces (>5 formas en un campo de40x) situación, ante la cual se recomienda tratamiento 

Zierdt (1991) y Carbajal et al., (1997). 

El metronidazol ha sido el fármaco más frecuentemente empleado, con dosis de 250 a 

750 mg, tres veces al día, durante 10 días (Moghaddam et al., 2005, Nigro et al., 2003). 

También se ha documentado el empleo de trimetropin-sulfametoxazol con un esquema de 

320 mg de trimetropin y 1,600 mg de sulfametoxazol dos veces al día, durante 7 días (Ok 

et al., 1999). Asimismo, se ha empleado la Nitazoxanida, 500 mg dos veces al día, 

durante 3 días (Rossignol et al., 2005). Otros tratamientos empleados han sido la  

paromomicina (25 mg/kg de peso, tres veces al día durante 10 días) y con la combinación 

paromomicina (1000 mg dos veces al día durante 10 días) y metronidazol (750 mg tres 

veces al día durante 10 días) (Pasqui et al., 2004; Valsecchi et al., 2004). 

 

EL SÍNDROME DE INTESTINO IRRITABLE 

Un síndrome es un grupo de síntomas y signos, que concurren en tiempo y forma, y con 

variadas causas ó etiologías. El SII es un trastorno funcional gastrointestinal que se 

caracteriza clínicamente por la asociación de dolor o molestia abdominal y alteraciones en 

el hábito de defecación (diarrea, estreñimiento o mixto) (Camilleri et al., 2002; Longstreth 

et al., 2006), que detrimentan en gran medida la calidad de vida de las personas que 

padecen SII (Longstreth et al., 2006). El SII se presenta entre el 10 y el 20% de los 

adultos y adolecentes de todo el mundo (Longstreth et al., 2006), la mayoría de los 

estudios demuestran una mayor prevalencia en el género femenino que en el masculino 

independiente de los criterios diagnóstico utilizados (Camilleri et al., 2002).  
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Es habitual que los pacientes con SII refieran síntomas propios de otros trastornos 

funcionales, tanto digestivos como extra digestivos. De hecho, aproximadamente la mitad 

de los casos de SII sufren dispepsia funcional (trastorno funcional del estomago y del 

duodeno) concomitante (Balboa et al., 2006), y es frecuente la asociación con fibromialgia 

(trastornos musculo-esqueléticos, que se caracterizan por una fatiga extrema y 

percepción del dolor persistente), síndrome de fatiga crónica (enfermedad neurológica 

que se caracteriza por causar una debilidad severa, fiebre, sueño no reparador, 

intolerancia a la luz, al sonido y a los cambios de temperatura, dolor muscular y en las 

articulaciones, sensibilidades químicas múltiples, sensibilidad electromagnética y a otros 

factores ambientales, sensación de estado gripal permanente), cistitis intersticial 

(enfermedad crónica que afecta la vejiga, caracterizada por la necesidad urgente de 

orinar) y cefalea tensional (dolor de cabeza en la parte superior de la cabeza) (Aaron y 

Buchwald 2001). 

Para la identificación del SII se han llegado a consensos entre expertos mundiales en 

Gastroenterología para establecer criterios diagnósticos entre los que destacan los 

criterios de Manning, Roma I, Roma II y los más recientes criterios de Roma III.  

En los criterios de Roma III, se estableció que las personas con SII presentan dolor o 

molestia abdominal recurrente al menos 3 días al mes en los últimos 3 meses asociado a 

dos o más de los siguientes síntomas:  

i) Alivio con la defecación. 

ii) Cambio en la frecuencia de las deposiciones. 

iii) Cambio en la consistencia de las deposiciones.  

Adicionalmente los síntomas deben haber comenzado un mínimo de 6 meses antes del 

diagnóstico (Longstreth et al., 2006). 

Los trastornos funcionales digestivos se agrupan de acuerdo con el órgano blanco 

comprometido y el SII se engloba dentro de los trastornos funcionales del intestino. Su 

etiología es multifactorial y se han postulado alteraciones de la motilidad, de la 

sensibilidad visceral, además de ser desencadenado por el estrés, intolerancia a algún 

alimento (ó alimentos) y alteraciones en el sistema nervioso como estrés psicológico 

(Camilleri et al., 2002). 

Entre las teorías sobre cómo se podría producir un cambio en la sensibilidad visceral en 

los pacientes con SII se ha propuesto una posible alteración en los receptores 

nociceptivos (los cuales deben de ser capaces de detectar diferentes tipos de estímulos 

nocivos; físicos, químicos y térmicos) de la mucosa intestinal debida a la inflamación de la 
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pared intestinal (Bercik et al., 2005), es decir una alteración en la percepción del dolor 

(siendo subjetiva su interpretación como malestar). Se ha observado también un aumento 

de los linfocitos intraepiteliales y de los mastocitos en el intestino de los pacientes con SII 

(Mearin et al., 2007; Camilleri et al., 2002); la microinflamación podría ser el origen de una 

hipersensibilidad de las terminales nerviosas de la pared intestinal contribuyendo a inducir 

y/ó perpetuar los síntomas (Adam et al., 2006), percibidos como un malestar repetido y 

prolongado. 

El SII ocasiona de 2.4 a 3.5 millones de visitas al médico en los Estados Unidos, siendo el 

diagnostico más común a finales del siglo pasado de la consulta gastroenterológica de 

ese país, (con una frecuencia del 28%, Fullerton, 1998). En cuanto a los costos 

económicos directos e indirectos del SII en los 8 países más industrializados del mundo 

se ha calculado que era de $ 41,000´000,000 de dólares, hace aproximadamente 10 años 

(Camilleri et al., 2002; Fullerton, 1998).  

En nuestro país se ha estimado que el 16% de los sujetos en población abierta y hasta el 

35% en voluntarios, padecen SII según los criterios de Roma II (Schmulson et al., 2006), 

el utimo estudio realizado con estos criterios en la población mexicana indica que el SII 

representa el 16% de los desordenes gastrointestinales funcionales, con un intervalo de 

confianza del 12.9%-19.5% (López-Colombo et al., 2012). 

Aunque la fisiopatología del SII permanece incierta, algunas publicaciones describen que 

la gastroenteritis infecciosa es un factor determinante para desarrollar esta enfermedad 

(Gwee et al., 1999) y se ha asociado la presencia de algunos agentes infecciosos a este 

síndrome tales como: Campylobacter, Salmonella, Dientamoeba fragilis, Entamoeba 

histolytica, Giardia lamblia, Cryptosporidium parvum, Blastocystis hominis y Trichinella 

(Gómez-Escudero et al., 2003; Stark et al., 2007; Yakoob et al., 2010). También se ha 

observado que la gastroenteritis bacteriana, puede resultar en el SII, llamado SII Post-

infeccioso (SII PI), ya que las secuelas de estas infecciones pueden prolongarse por 

varios meses, posiblemente alterando el sistema inmune y el sistema nervioso entérico, 

los cuales juegan un papel muy importante en el desarrollo del SII PI (Neal et al., 1997; 

Wang et al., 2004). 

También es importante resaltar el papel de los polimorfismos en los promotores de las 

citocinas proinflamatorias, ya que se encontraron algunos en polimorfismos genéticos de 

las interleucinas IL-4, IL-6, IL-10 y TNF-α asociados al desarrollo de SII en pacientes 

irlandeses e iraníes (Van der Veek et al., 2005; Barkhordari et al., 2010a, 2010b). 
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OBJETIVO GENERAL 

Identificar la participación del genero Blastocystis en el Síndrome de Intestino Irritable, por 

medio de un estudio de casos y controles. 

 

OBJETIVOS PARTICULARES 

1) Establecer la prevalencia de Blastocystis en pacientes con SII y controles negativos a 

los criterios de SII, mediante el uso de una técnica molecular de diagnóstico. 

2) Identificar los subtipos genéticos de Blastocystis presentes en pacientes con SII y 

controles negativos a los criterios de SII, así como su posible asociación con algún 

trastorno gastrointestinal. 

3) Estudiar a otros posibles agentes infecciosos etiológicos del SII, previa confirmación 

del diagnóstico mediante estudios de colonoscopia, exámenes coproparasitoscópicos, 

coprocultivo y búsqueda de rotavirus-adenovirus. 

 

HIPÓTESIS 

Si en los pacientes con SII se encuentra una frecuencia particularmente incrementada de 

Blastocystis sp., ó la de alguno de sus subtipos en comparación con el grupo control, 

entonces es posible que la presencia de este parásito sea un factor de riesgo para 

desarrollar SII. 

 

JUSTIFICACIÓN 

Hasta la fecha no es claro el papel patógeno de Blastocystis ni se ha encontrado una 

asociación determinante entre los síntomas clínicos de los portadores sintomáticos de 

este microorganismo, por lo que al concluir el presente estudio, se aclararán aspectos 

básicos sobre su prevalencia y comportamiento patogénico, particularmente en pacientes 

con SII. 

Por otra parte, la identificación de otros posibles patógenos como agentes etiológicos del 

SII, permitirá reforzar o redirigir el planteamiento de intervenciones terapéuticas 

encaminadas a la eliminación de los microorganismos responsables y coadyuvar al 

control del SII en la población mexicana. 
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MATERIAL Y MÉTODOS 

Diseño experimental 

Estudio de casos y controles, pareado, abierto, observacional y prospectivo, cuyos 

procesos se esquematizan en la Figura 5. 

 

 

Figura 5. Diagrama de flujo en el que se muestran los principales procesos del desarrollo 

experimental. 1En el servicio de Gastroenterología de la Consulta Externa. 2En el Servicio 

de Endoscopia. 3En el Laboratorio Clínico 4en la Subdirección de Investigación. Todos del 

Hospital General ―Dr. Manuel Gea González‖ 

 

Pacientes 

De febrero de 2008 a enero de 2010, se invitó a pacientes con SII y con otras alteraciones 

del tubo digestivo, a participar en el presente estudio, bajo los siguientes criterios. 

 

Incorporación de pacientes con y sin SII previo consentimiento informado1
 

Recopilación de los datos clínicos de los participantes1
 

Realización de colonoscopias y obtención de aspirados de colon2 

Separación y conservación de la materia fecal a 
-20°C3-4

 

Estandarización y desarrollo de PCR 
diagnóstico y de subtipos de Blastocystis4

 

 

Estandarización y desarrollo de 
PCR de la SSUrDNA de 

Blastocystis4  

Análisis de datos y conclusión4
 

Procesamiento para estudios de 
coprocultivo, coproparasitoscópicos y 
búsqueda de rotavirus-
adenovirus3

Medio Ambiente 
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Criterios de selección 

Hombres y mujeres de más de 18 años, cuyo hogar de residencia por más de 1 año fuera 

el Distrito Federal. Para conformar el grupo de casos, se consideró a aquellos pacientes 

que clínicamente presentaron SII bajo los principios de Roma III, los cuales establecen la 

presencia de malestar ó dolor abdominal al menos 3 días por mes, en los últimos 3 meses 

con 2 de las siguientes características: i) alivio con la defecación, ii) cambio en la 

frecuencia de las deposiciones, iii) cambio en la consistencia ó forma de las heces 

(Longstreth et al., 2006). Asimismo, para la conformación del grupo control se consideró a 

aquellos pacientes que clínicamente presentaron alguna otra alteración gastrointestinal 

del tubo digestivo diferente al SII. 

 

Criterios de Inclusión 

Pacientes interesados en participar que hubieran cumplido los criterios de selección, 

firmado su carta de consentimiento informado y se hubieran sometido a un estudio 

colonoscópico para descartar causas orgánicas que pudieran manifestarse con síntomas 

similares al SII. Asimismo, los participantes debieron contar con los resultados de estudios 

de laboratorio que incluyeron: exámenes coproparasitoscópicos, coprocultivo, y una 

prueba comercial de escrutinio para la identificación rotavirus-adenovirus.  

 

Criterios de exclusión 

Mujeres embarazadas y pacientes que no desearan ingresar al estudio.  

 

Criterios de eliminación 

Pacientes sometidos al estudio colonoscópico, pero en los cuales no se hubiera obtenido 

suficiente aspirado del colon (> 5 ml) durante el procedimiento ó en aquellos casos en los 

que se presentaron fallas en la separación ó procesamiento de las muestras que 

impidieron la obtención de DNA fecal de Blastocystis >20 ng/ml, y pacientes de los que se 

contó solo de manera parcial con sus exámenes de laboratorio (exámenes 

coproparasitoscópicos y/ó coprocultivo, y/ó una prueba comercial de escrutinio para la 

identificación rotavirus-adenovirus). 

 

Tamaño de la muestra 

El tamaño de muestra se calculó con base en los resultados de Yakoob et al. (2004), 

debido a que los datos son similares a las prevalencias de Blastocystis sp. reportadas en 
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México y a que es un estudio en el cual se conocen la prevalencias de portadores de 

Blastocystis sp. en pacientes con SII y sin SII.  

Considerando 95% de poder de confianza y 80% de potencia de prueba, con dos grupos 

pareados en una proporción 1:1. Con los siguientes datos: 

Frecuencia de exposición entre los casos (p1) 0.32 

Frecuencia de exposición entre los controles (p2) 0.07 

Razón de momios a detectar 2.00 

Poder de confianza 0.95 

Potencia de la prueba 0.80 

Número de controles por caso 1 

 

Empleando la formula: 

 

Se obtienen dos grupos pareados 1:1 de 38 individuos. 

 

Sin embargo se ajusto el número de participantes, a los que pudieron reclutarse bajo los 

criterios anteriormente mencionados en el periodo de febrero de 2008 a enero de 2010, 

considerándose que nuestra población es diferente a la analizada por Yakoob et al., en 

2004. 

 

Consideraciones éticas 

Todos los procedimientos estuvieron de acuerdo con lo estipulado en el Reglamento de la 

Ley General de Salud en Materia de Investigación para la Salud. Título segundo, capítulo 

I, Artículo 17, Sección III, investigación con riesgo mayor al mínimo. Asimismo, esta tesis 

formó parte del protocolo ―Síndrome de intestino irritable, genotipos de Blastocystis 

hominis y polimorfismos de los alelos TNF  y de la IL –8: estudio de casos y controles‖, 

aprobado por la Comisión de Ética del Hospital General ―Dr. Manuel Gea González‖, con 

el número de registro 12-58-2007, de acuerdo al reglamento de la Ley General de Salud, 

en materia de investigación para la salud. Se anexa hoja del consentimiento informado 

usado. 
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Estudios de colonoscopia 

En el Servicio de Endoscopia se llevaron a cabo los estudios con los que se ayudo a 

confirmar los diagnósticos clínicos.  

Para ello se realizaron estudios colonoscópicos, previa preparación para el procedimiento. 

Durante el procedimiento colonoscópico se tomaron más de 5 ml de un aspirado colónico 

el cual fue colectado en una ―trampa‖ (frasco de plástico trasparente estéril con tapa con 

capacidad de 50 ml) y se llevó inmediatamente al laboratorio clínico para ser dividido, 

congelado y procesado. 

 

Estudios de laboratorio  

En el laboratorio clínico, se tomaron distintas alícuotas en tubos tipo eppendorf de 1.5 ml, 

las cuales se congelaron inmediatamente a -20oC para su posterior análisis. Se realizaron 

coprocultivos para la identificación de entero bacterias patógenas por medio del sistema 

MicroScan System (Siemens, UK) y se utilizó un sistema comercial de aglutinación para el 

escrutinio rápido de rotavirus-adenovirus (VIKIA, Rota-Adeno, BioMérieux, France). Con el 

aspirado de heces remanente, se realizó un estudio coproparasitoscópico de 

concentración por la técnica de Faust y posteriormente, a todos los participantes se les 

pidieron 3 muestras de heces seriadas a las que también se les realizaron estudios 

coproparasitoscópicos. 

 

Extracción de DNA fecal total 

La extracción de DNA fecal total se realizó en los primeros 7 días de la toma de cada 

aspirado de heces. Para esto se utilizó el sistema comercial Puregene TM DNA 

purification system cell and tissue kit (Gentra Systems; Alemania). Las extracciones se 

realizaron de acuerdo a las especificaciones del equipo. En resumen, a cada 300 mg de 

muestra se le agregó solución de lisis (Tris [hidroximetil] aminometano, acido 

etilenodiaminotetraacetico y duodecil sulfato de sodio) en una proporción 1:3 y se incubó 

a 65°C en baño María durante 45 minutos, este procedimiento permitió degradar las 

membranas celulares e inactivar la función de DNAsas, posteriormente se agregaron 

200µl de una solución para precipitar proteínas (acetato de amonio) y se centrifugó 

durante 3 minutos a 14,000 revoluciones por minuto (RPM), esto hizo que todas las 

proteínas se precipitaran en el fondo y que el DNA se encontrara en el sobrenadante. Se 

separó el DNA y se desechó la pastilla, al sobrenadante se le agregaron nuevamente 

200µl de la solución para precipitar proteínas y se centrifugó para asegurar que la muestra 
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estuviera libre de proteínas. Posteriormente se agregó isopropanol frío al sobrenadante en 

una proporción 1:1, se centrifugó a 14,000 RPM durante 5 minutos y se eliminó el 

sobrenadante. La pastilla se resuspendió en 600µl de etanol frío y se centrifugó a 14,000 

RPM durante 5 minutos. Se eliminó el etanol y se dejó secar la pastilla con el DNA a 

temperatura ambiente. Una vez secos se agregaron 40µl de solución hidratadora (DNA 

Hydration Solution Tris [hidroximetil] aminometano, acido etilenodiaminotetraacetico), se 

incubó durante 12 horas a 4ºC y el DNA resuspendido se conservó a -20 ºC, hasta su uso. 

La concentración del DNA se determinó en un espectrofotómetro (WPA UV 1101 Biotech 

Photometer) a 260nm, considerando que cada unidad de absorbancia corresponde a 

50µg/ml de DNA (Sambrook et al., 1989). Posteriormente se analizó la integridad del DNA 

mediante electroforesis horizontal en geles de agarosa (Promega Agarose LE, Analytical 

Grade) al 1.5% en tampón TAE (tris –acetato- ácido etilendiaminotetraacético) 1x, pH 7.7, 

con bromuro de etidio (0,006%). Las muestras y los marcadores moleculares (Amresco 

E687) fueron diluidos en tampón de carga (rojo de cresol y glicerol 1:10), depositados en 

el gel y sometidos a migración electroforética a un voltaje constante de 90V, durante una 

hora y media (Thermo EC1000-90), después, se procedió a su observación mediante luz 

ultravioleta y foto-documentación (Fotodocumentador UVP Biolmaging Systems Epichemi 

II Darkroom). 

 

Diagnóstico de Blastocystis sp. 

El diagnóstico molecular de Blastocystis se llevó a cabo por medio de la Reacción en 

Cadena de la Polimerasa (PCR). Para esto se utilizaron los oligonucleótidos específicos 

diseñados por Stensvold et al., (2006), los cuales amplifican un fragmento de 310pb de la 

SSUrDNA de Blastocystis:  

 

  B1: 5‘GGAATCTCTTAGAGGGACACTATACAT3‘ 

  B2: 5‘TTACTAAAATCCAAAGTGTTCATCGGAC3‘ 

 

Para las amplificaciones se utilizaron los termocicladores comerciales Axygen y Thermo 

Hybaid PCR/Express, con los siguientes programas de amplificación: un ciclo de 

activación de la enzima, a 94ºC durante 5 minutos. 35 ciclos de amplificación con 94°C, 1 

minuto (para desnaturalizar el DNA), 57°C, 1min (para el reconocimiento de los 

oligonucleótidos específicos) y 72°C, 1 min (extensión). Finalmente se agregó un ciclo 

final a 72°C, 7 minutos (extensión final). La reacciones de amplificación se llevaron a cabo 
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en tubos eppendorf de 0.2ml, conteniendo 5µl de DNA (concentración mínima de 20ng/ml 

y máxima de 250ng/ml), 3 unidades de Taqpol (Epicentre, MasterAmp), 3µl de MgCl 

25mM (Promega), 5µl de desoxinucleótidos (200mM c/u), 3l de B1 (20pm/l), 3l de B2 

(20pm/l), 1l de enhancer (betaina 10X), aforando la reacción a 50l con agua inyectable 

(agua inyectable Pisa). 

Los productos amplificados fueron visualizados mediante electroforesis horizontal en 

geles de agarosa al 1.5% en tampón TAE 1x, pH 7.7, con bromuro de etidio. Las muestras 

y los marcadores moleculares (Amresco E687) se diluyeron en tampón de carga (rojo de 

cresol y glicerol 1:10), depositados en el gel y se sometieron a migración electroforética 

en un voltaje constante de 90 V, durante una hora. Se observaron los geles con luz 

ultravioleta y se foto-documentaron los resultados. Se utilizó como control positivo DNA de 

Blastocystis sp. obtenido de un estudio coproparasitoscópico positivo a este parásito, así 

como DNA de Blastocystis ST3 donado por el Dr. Damien Stark; como control negativo se 

utilizó DNA humano obtenido de sangre periférica. 

 

Identificación de los subtipos de Blastocystis sp. 

Para la identificación de los ST se utilizaron los oligonucleótidos desarrollados por 

Yoshikawa et al (2003), cuyas secuencias se resumen en la Figura 6. En general, las 

condiciones de amplificación de cada subtipo fueron: un ciclo 94ºC durante 5 minutos. 35 

ciclos de amplificación con 94°C, 1 minuto, 57°C, 1min y 72°C, 1 min, y un ciclo final a 

72°C, 7 minutos. Es importante señalar que para identificar a cada ST se desarrolló un 

PCR diferente, por lo que se llevaron a cabo 7 reacciones de PCR por cada muestra 

positiva a Blastocystis. Debido a que como control solo se contó con una muestra de DNA 

del ST3, el resto de los subtipos se estableció cuando al utilizar un par de oligonucleótidos 

específicos se obtuvo un amplicón del tamaño teórico documentado. Las reacciones de 

amplificación se realizaron en tubos eppendorf de 0.2ml, conteniendo 5µl de DNA 

(concentración mínima de 20ng/ml y máxima de 250ng/ml), 3 unidades de Taqpol 

(Epicentre, MasterAmp), 3µl de MgCl 25mM (Promega), 5µl de desoxinucleótidos (200mM 

c/u), 3l de oligonucleótido F (20pm/l), 3l de oligonucleótido R (20pm/l), (20ng/ml), 1l 

de enhancer (betaina 10X), aforando la reacción a 50l con agua inyectable. 

Los amplicones fueron visualizados por electroforesis horizontal en geles de agarosa al 

1.5% en tampón TAE 1x, pH 7.7, con bromuro de etidio y a un voltaje constante de 90V, 

durante hora y media. Después se procedió a su observación mediante luz ultravioleta y 

se foto-documentaron los resultados. 
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Figura 6.Oligonucleotidos usados para la identificación de los subtipos de Blastocystis sp. 

 

Análisis de la SSUrDNA de Blastocystis sp. 

Una vez identificados los portadores de Blastocystis y su ST, se llevó a cabo la 

estandarización de un PCR para la amplificación de un fragmento interno de 650 pb de la 

SSUrDNA, debido a que los oligonucleótidos diseñados por Yoshikawa et al, (2003) solo 

identifican los subtipos y, con la SSUrDNA, por ser un fragmento de un gen único se 

puede comparar entre sí. 

Para la obtención de la secuencia completa del SSUrDNA, se amplificó la región 18S con 

el oligonucleótido de inicio ―SRF1‖ documentado por Yoshikawa y colaboradores (2000) y 

el oligonucleótido reverso ―R1Diego‖ aún no documentado, diseñado con base en una 

región conservada entre los distintos subtipos de Blastocystis, para la obtención de un 

amplicón de tamaño teórico de ~1790 pb. 

 

  Sr1F:1-5´ gCTTATCTggTTgATCCTgCCAgTAgT 3‘ 

  R1Diego 5‘ CCTTgTTACgACTTCACCTTCCTCTA 3‘ 
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Debido a que no es recomendable que se lleve a cabo la secuenciación directa de 

amplicones de más de 1000 pb, se diseñaron otros dos oligonucleótidos internos (F2-598 

y R2-1230) en regiones conservadas para la amplificación de un producto interno de ~650 

pb., como se muestra en la Figura 7.  

 

  F2-598: 5‘ CgTTgTTgCAgTTAAAAAgCTCgTAg 3 ‗ 

  R2-1230: 5‘ CCTTCCTATgTCTggTCCTggTAAg 3 ‗ 

 

 

Figura 7. Oligonucleótidos para la confirmación de los subtipos de Blastocystis sp. 

Esquema en el que se muestran los sitios de reconocimiento de los oligonucleótidos 

diseñados para el análisis de la SSUrDNA de los subtipos de Blastocystis. Para llevar a 

cabo las estandarizaciones, como fue señalado previamente, se utilizó DNA de 

Blastocystis obtenido de cultivo axénico (cultivo dónde solo se encuentra una sola especie 

microbiana, en este caso ―Blastocystis sp.”) donado por el Dr. Demian Stark (Investigador 

de la división de microbiología en el St. Vincent's Hospital en Australia). También se 

analizaron muestras de pacientes con diagnóstico negativo para Blastocystis por PCR, 

como control negativo, en las cuales no se observó ningún amplificado de la 18S.  

 

Las reacciones de amplificación se realizaron en tubos eppendorf de 0.2ml, conteniendo 

5µl de DNA (concentración mínima de 20ng/ml y máxima de 250ng/ml), 3 unidades de 

Taqpol (Epicentre, MasterAmp), 3µl de MgCl 25mM (Promega), 5µl de desoxinucleótidos 

(200mM c/u), 3l de oligonucleótido F (20pm/l), 3l de oligonucleótido R (20pm/l), 

(20ng/ml), 1l de enhancer (betaina 10X), aforando la reacción a 50l con agua inyectable 

(agua inyectable Pisa). 
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Los programas de amplificación estandarizados para el fragmento completo de la 

SSUrDNA fueron: un ciclo de 94ºC durante 5 minutos. 35 ciclos de amplificación con 

94°C, 1 minuto, 57°C, 1 minuto y 30 segundos y 72°C, 1 min, con un ciclo final a 72°C, 7 

minutos. Para el fragmento parcial de 650 pb se uso un ciclo de 94ºC, 5 minutos, 35 ciclos 

de amplificación a 94°C, 1 minuto, 57°C, 1 minuto y 72°C, 1 min, con un ciclo final a 72°C, 

7 minutos. 

 

Análisis de secuencias 

Se purificaron los amplicones obtenidos con los iniciadores específicos diseñados por 

Stensvold et al. (2007), así como amplicones de ~650 pb de los ST1, ST2 y ST3 de la 

región interna de la SSUrDNA por medio del sistema QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen) 

y se enviaron a secuenciar a un proveedor comercial. El análisis de las secuencias se 

realizó con el programa BLAST (del inglés Basic Local Alignment Search Tool) y se 

obtuvieron los índices de identidad; se llevó a cabo un análisis filogenético utilizando el 

programa Mega versión 4.0 para evidenciar la ubicación de los subtipos de Blastocystis 

de nuestra población con respecto a otros países. 

 

Análisis estadístico. 

Se llevó a cabo un análisis descriptivo, estratificando la proporción de los diferentes 

padecimientos en el grupo control, así como las prevalencias de los distintos 

microorganismos encontrados. Los resultados se concentraron en una matriz de Excel 

para identificar asociaciones entre las manifestaciones clínicas con la presencia de 

Blastocystis y con los subtipos obtenidos y se analizaron usando las pruebas de Χ2 y t de 

Student, dentro de las medidas de asociación se calculó la razón de momios (OR por sus 

siglas en inglés odds ratio) y se obtuvo también el intervalo de confianza (CI por sus siglas 

en inglés). El análisis estadístico de los datos obtenidos fue desarrollado con el programa 

SPSS (Statistical Package for the Social Sciences), versión 15.0 para Windows y con el 

programa EpiInfo & versión 6.04. 
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RESULTADOS 

Descripción de los grupos en estudio 

Se contó con la participación de 62 pacientes en el grupo de casos, de los cuales 50 

cumplieron con los criterios de inclusión, los 12 individuos restantes, se eliminaron por 

falta resultado colonoscópico en el historial clínico y/ó falta de suficiente aspirado de colon 

(> 5 ml) y/ó por no contar con sus exámenes de laboratorio completos (resultados de 

exámenes coproparasitoscópicos y/ó coprocultivo y/ó pruebas para rotavirus). En el grupo 

de controles se reclutaron 95 participantes, de los cuales 65 tuvieron todos los criterios de 

inclusión, presentándose 30 individuos que no cumplieron con los criterios de inclusión, ya 

que no contaron con resultado colonoscópico en el historial clínico y/ó con suficiente 

aspirado de colon (> 5 ml) y/ó por no contar con sus exámenes de laboratorio completos 

(resultados de exámenes coproparasitoscópicos y/ó coprocultivo y/ó pruebas para virus). 

La edad promedio de los individuos de ambos grupos (n=115) fue de 49 años, con una 

desviación estándar de ±15.6. No se encontraron diferencias significativas en la edad 

(p>0.05) entre los grupos. 

En el grupo de casos diagnosticados con SII mediante los criterios de Roma III, se realizó 

colonoscopía para descartar causas orgánicas que pudiera dar los mismos síntomas. Su 

intervalo de edad fue de 21 a 79 años, con una edad promedio de 45 años ±15.4. Este 

grupo estuvo integrado por 42 mujeres y 8 hombres, lo cual está acorde a lo documentado 

en la literatura (Longstreth et al., 2006), siendo las mujeres mayores de 31 años las más 

frecuentes (Figura 8).  

 

Figura 8. Distribución de frecuencias por edad y sexo en el grupo de casos.  
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Por otro lado, el grupo control estuvo conformado por pacientes que presentaron alguna 

alteración en el tubo digestivo, diferente al SII y cuyo diagnóstico presuntivo fue 

corroborado durante la colonoscopia. El intervalo de edad fue de 18 a 83 años, con una 

edad promedio de 52 años ±15.2, siendo el grupo de mujeres de 51 a 60 años el más 

frecuente aunque, igual que en el grupo de casos, se observó una participación mayor de 

mujeres en comparación a hombres (39 mujeres vs 26 hombres) como se observa en la 

Figura 9. 

 

Figura 9. Distribución de frecuencias por edad y sexo en el grupo control.  

 

Hallazgos colonoscópicos  

En el grupo de los casos se identificó que la mayoría de los pacientes (80.6%) 

presentaron una colonoscopia normal, en el 20% restante se identificó la presencia de 3 

pacientes con hemorroides, 3 con pólipos, 1 con rectorragia, 1 con divertículos y 1 caso 

de una úlcera colónica (no se contó con 3 estudios de colonoscopia, los cuales fueron 

excluidos), en suma estos 12 casos no se consideraron para el análisis estadístico. Se 

consideraron solo 50 casos con SII, entre los que se observó 3 pacientes con ERGE, 3 

pacientes con EAP, 2 pacientes con diarrea crónica, 1 paciente con anemia, 1 con 

diabetes, 1 con dolor cervical y 1 con lupus eritematoso observándose 38 individuos solo 

con SII. 

En el grupo control, se presentaron diferentes afecciones gastrointestinales, siendo la 

enfermedad diverticular, la presencia de pólipos y la diarrea crónica, los hallazgos más 

frecuentes (Figura 10). Es importante notar que en algunos casos, al igual que en el grupo 

de los casos, al revisar los expedientes clínicos se encontraron afecciones sobrelapadas. 
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Algunas afecciones como la diarrea crónica, hemorragia en el tubo digestivo alto (HTDA), 

hemorragia en el tubo digestivo bajo (HTDB), así como la colitis han sido asociadas a la 

presencia de algún microorganismo patógeno. 

 

Figura 10. Hallazgos colonoscópicos y alteraciones observadas en el grupo control.  

 

Diagnóstico de Blastocystis sp. 

De las muestras de heces almacenadas a -20oC obtenidas durante la colonoscopia, se 

obtuvo suficiente DNA total (>20 ng/ml) y con buena integridad, que se determinó 

mediante corrimiento electroforético en geles de agarosa, que se muestra en la Figura 11.

 

 

Figura 11. Integridad de las extracciones 

de DNA total de origen fecal. Gel de 

agarosa al 1.5% teñido con bromuro de 

etidio y visualizado con luz UV (ultra 

violeta) en el que se observan ejemplos 

de la integridad de algunos DNA 

obtenidos en aspirados colónicos. PM, 

pesos moleculares; 1 a 4, DNA total fecal 

de alto peso molecular. La muestra del 

carril 4 está un poco degradada.  

 

No 
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El diagnostico por PCR para Blastocystis se estandarizó con muestras de heces positivas 

y con aspirados intestinales, ambos confirmados por microscopia. En todas las muestras 

positivas se obtuvo una banda única de 310pb correspondiente a un fragmento de la 

SSUrDNA de Blastocystis sp. (Figura 12). 

 

 

 

Figura 12. Amplicón diagnóstico de 

Blastocystis sp. Gel de agarosa al 1.5% 

teñido con bromuro de etidio y 

visualizado con luz UV en el que se 

muestra el amplicón diagnóstico de 310 

pb, característico de  Blastocystis sp. Los 

carriles corresponden a PM, pesos 

moleculares; 1 y 2, DNA de muestras de 

material fecal positivas a Blastocystis 

confirmadas por microscopia; 3 y 4, DNA 

de muestras de heces de aspirado 

intestinal, de las cuales el paciente fue 

previamente identificado como portador 

de Blastocystis sp. por CPS. 

 

En los casos en los que hubo duda respecto a la intensidad del amplicón, las muestras se 

sometieron a una segunda re-amplificación, lo cual permitió confirmar la presencia de 

Blastocystis. Se obtuvieron los resultados de 142 participantes (62 pacientes con SII y 80 

controles), se incluyeron en el análisis final los resultados de 115 pacientes (50 casos y 65 

controles) de acuerdo a los criterios de inclusión y eliminación, de los cuales se contó con 

sus datos completos. Al término del análisis, 16/50 (32%) pacientes con SII y 11/65 

(16.9%) controles fueron portadores de Blastocystis lo que muestra una prevalencia global 

del 23.5%, mientras que la asociación entre Blastocystis y SII mostró valores de p=0.058, 

OR=2.31 y un IC=0.956-5.567. 

 

Subtipos de Blastocystis sp. 

Se obtuvieron los ST de Blastocystis en las 27 muestras positivas por PCR, por lo que se 

identificaron amplicones cuyo peso molecular correspondían al valor teórico documentado 

utilizando oligonucleótidos subtipo específicos, de esta manera se obtuvo un amplicón de 

~350pb para subtipo 1, otro de ~520 pb para el subtipo 3 y uno más de ~650 pb para el 

subtipo 2. Durante el periodo de la subtipificación no se contó con un sistema de foto-

2640 pb- 

100 pb- 

500 pb- 
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documentación, por lo que las imágenes se tomaron con una cámara digital Sony 

cybershot y se muestran en la Figura 13. 

 

 

Figura 13. Estandarización de la PCR para los subtipos de Blastocystis sp. Geles de 

agarosa al 1.5% teñidos con bromuro de etidio y visualizados con luz UV. En estos geles 

se muestran algunos ejemplos del efecto de la temperatura de alineamiento (Tm por sus 

siglas en inglés) de los oligonucleótidos durante la estandarización para identificar 

subtipos de Blastocystis. A) Perfil de amplificación del subtipo 1; en el carril 1 se utilizó 

una temperatura de 54 °C, mientras que en el carril 2 se utilizó a 57oC, el tamaño del 

amplicón esperado era de ~350 pb con una Tm teórica de 55  oC. B) Perfil de amplificación 

del subtipo 3; en el carril 1 se ensayó una temperatura de 51°C, en el carril 2 de 54°C y en 

el carril 3 de 57°C, el tamaño del amplicón esperado era de ~526 pb con una Tm teórica 

de 60°C.  

 

En el Cuadro 1 se concentran los resultados de los ST de Blastocystis identificados; como 

puede verse, la mayoría de los portadores presentaron una co-infección entre los ST 1 y 

3. Se encontró una relación estadísticamente significativa entre el ST2 y el SII, pero no se 

encontró alguna asociación estadísticamente significativa entre los ST 1 y ST3 con el 

grupo de SII, ni con los hallazgos colonoscópicos ó complicaciones agregadas, en el 

cuadro 2 se muestran las relaciones encontradas entre los ST y el SII y se subrayan los 

resultados cercanos a la significancia estadística (pv< 0.05, OR > 2, IC > 1). 
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Cuadro 1. Subtipos de Blastocystis identificados por PCR (ST- subtipo) 

Grupo/Subtipo ST 1 ST 2 ST 3 ST 1/3 ST 2/3 Total 

SII 2 1 2 10 1 16 

Control 0 0 3 7 1 11 

 

Cuadro 2. Relación de los subtipos de Blastocystis con el SII 

Relación Χ2 p OR IC 

Blastocystis subtipo1 vs SII 3.587 0.058 2.617 0.945-7.241 

Blastocystis subtipo 2 vs SII 6.072 0.014 12 1.027-140.192 

Blastocystis subtipo 3 vs SII 0.94 0.331 0.38 0.03-3.79 

Blastocystis subtipo 1/3 vs SII 1.912 0.167 2.071 0.727-5.899 

 

Una vez identificados los subtipos se procedió a analizar la SSUrDNA de las muestras 

positivas a Blastocystis sp., se amplificó un fragmento interno de ~630pb en que se 

incluyen los ST que afectan a los humanos. A partir del DNA total fecal y utilizando los 

oligonucleótidos F2-598 y R2-1230, se obtuvieron amplicones correspondientes a los ST1, 

ST2 y ST3, los cuales se purificaron y se enviaron a secuenciar (Figura 14), y fueron 

previamente identificados con los oligonucleótidos subtipo específicos desarrollados por 

Yoshikawa et al 2003. 

 

Figuras 14. Amplicón de la SSuRNA de Blastocystis. Geles de agarosa al 1.5% teñidos 

con bromuro de etidio y visualizados con luz UV correspondiente al análisis de la 

SSUrDNA. En A) el asterisco muestra un amplicón ~1790pb correspondiente al fragmento 

completo de la SSUrDNA, mientras que en B) la flecha señala el amplicón de ~650pb 
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correspondiente a un fragmento internó de la SSUrDNA. PM=pesos moleculares, demás 

carriles=muestras de pacientes portadores de Blastocystis sp. 

 

Al término del proceso solo se obtuvieron las secuencias de 3 fragmentos internos de 

630pb de la SSUrDNA las cuales se muestran en el anexo 2. Una secuencia mostró 98% 

de identidad con la secuencia del GenBank AM275354 de Dinamarca de un ST1; otra 

secuencia mostró una identidad del 98% con la secuencia EU679346 de Oregon, EU, y 

correspondió al ST3. La última secuencia mostró 90% de identidad de acuerdo a la 

secuencia del GenBank EF209016, identificado como ST2 con los oligonucleótidos de 

Yoshikawa et al, (2003); sin embargo esta secuencia mostró  99% de identidad desde el 

nucleótido 20 hasta el nucleótido 587 con Poterioochromonas malhamensis.  

En el anexo 3 se muestran 23 secuencias de los fragmentos diagnósticos de 310 pb. El 

grado de identidad de las secuencias para Blastocystis es de aproximadamente 99% en la 

mayoría de las secuencias, sin embargo utilizando este marcador todas las muestras 

analizadas correspondieron al ST3. 

La Figura 15 muestra una reconstrucción filogenética de las secuencias obtenidas de 

310pb (fragmento diagnóstico con oligonucleótidos diseñados por Stensvold et al., 2006) 

con respecto a las secuencias reportadas en otros países. 

En esta reconstrucción observamos que en el subtipo III se agruparon la mayoría de las 

secuencias identificadas en ambos grupos de nuestra población (ya que en ambos grupos 

se identifico al ST3), aunque podemos ver secuencias representantes de Japón y 

Dinamarca muy cercanas a las nuestras. También puede observarse que el haplogrupo 

III* (variante del ST3) se conformó por dos secuencias de pacientes con SII.  

En el resto de los 5 subtipos se ordenaron secuencias de diferentes partes del mundo 

aunque en más de 5 haplotipos. 
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Figura 15. Reconstrucción filogenética de las secuencias mexicanas de Blastocystis sp. 

utilizando un algoritmo de Neighbor-joining (agrupamiento de secuencias más cercanas), 

realizado con el programa Mega versión 4.0 (alineamiento y reconstrucción filogenética). 
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Los Filogramas (ramas) y su distancia indican la distancia en cambios evolutivos, los 

números en la base de las ramas son los valores de bootstrap (consenso de 

distribuciones de creación repetida) e indican el número de veces en que se encontró 

dicha rama (consenso). El organismo Proteromonas lacertae (código de acceso del 

GenBank U37108) fue usado como grupo externo. Se emplearon todas las secuencias 

disponibles que correspondían al fragmento diagnóstico de la SSUrDNA (Stensvold et al., 

2006), existiendo secuencias de seis de los 7 subtipos encontrados en humanos 

(agrupados en 25 haplotipos), siendo las secuencias de este estudio agrupadas dentro del 

ST3 de acuerdo a la nomenclatura sugerida por Stensvold et al., 2007a, mostrados en 

números romanos, las secuencias encontradas en este estudio están repartidas en 6 

haplotipos, entre las cuales destacan las diferencias encontrada en III*. 

 

Microorganismos identificados 

En la Figura 16 se resume la frecuencia de los principales microorganismos identificados 

en ambos grupos; como puede observarse Blastocystis sp. fue el parásito más frecuente 

en el grupo de los casos, mientras que en el grupo control lo fue Dientamoeba fragilis 

seguido de Blastocystis. También es importante señalar que el diagnóstico de D. fragilis 

se realizó por medio de PCR, ya que este parásito no presenta forma quística y no es 

observable en exámenes coproparasitoscópicos, además al igual que Blastocystis, su 

papel patógeno aún está en debate y en algunas publicaciones lo asocian al desarrollo de 

SII (Windsor y Macfarlane, 2005; Stark et al., 2007). Para ambos grupos Escherichia coli, 

Klebsiella pneumoniae y Pseudomonas aeruginosa fueron las bacterias más frecuentes. 

Solo en un paciente del grupo control se identificó un caso de rotavirus y en un paciente 

con SII una Salmonella paratyphi A.  

Cabe destacar que existe el sesgo de no tener un grupo control formado por individuos 

sanos, ya que nuestro grupo control de referencia estuvo solamente integrado por 

pacientes con alteraciones distintas al SII. 

Por el momento podemos indicar que en la figura 16 se observa un mayor número de 

agentes patógenos, potencialmente patógenos y comensales en el grupo de casos. 

Siendo que se observó la presencia de uno ó más microorganismos potencialmente 

patógenos (Blastocystis sp., D. fragilis, Entamoeba histolytica/dispar, Klebsiella 

pneumoniae, P. aeruginosa, Proteus sp. y Salmonella paratyphi A) en 29/50 (58%) 

individuos con SII, sin embargo este dato no es estadísticamente significativo. 



38 

 

 

Figura 16. Frecuencia de microorganismos identificados en pacientes con SII (en azul) y 
en los participantes del grupo control (en rojo). +p=0.0581; *p=0.0004 

 

Por microscopía se identificaron solamente 5 portadores de Blastocystis sp. en los 

pacientes con SII, y tres en el grupo control, lo que refleja la poca sensibilidad de las 

técnicas coproparasitoscópicas en comparación con el PCR cuya sensibilidad es cercana 

al 100% (Stensvold et al., 2009). 

Algunos ejemplos de la búsqueda de relaciones evaluadas se muestran en el Cuadro 3. 

Para una asociación robusta, serian necesarios valores de OR superiores a 2, que el 

intervalo de confianza no cruce la unidad y un valor de p menor a 0.05. En el cuadro 

siguiente observamos que no se encontraron asociaciones significativas robustas, pero si 

valores de OR superiores a 2. 

 

Cuadro 3. Búsqueda de relaciones significativas entre algunas variables estudiadas y la 
presencia de Blastocystis sp. 

Asociación Χ2 p OR IC 

Blastocystis vs SII 3.57 0.058 2.31 0.956-5.567 

Blastocystis vs Edad B 4.667 0.097 No determinado No determinado 

Blastocystis vs mujeres 2.068 0.15 2.16 0.68-7.29 

Blastocystis vs E. coli 3.43 0.064 5.778 0.729-45.763 
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En este estudio se encontró una asociación entre D. fragilis y el grupo control (p=0.0004) 

y una tendencia de asociación entre Blastocystis sp. y el grupo de pacientes con SII 

(p.0581). 

 

  

Blastocystis vs P. aeruginosa 2.996 0.083 0 0-1.87 

Blastocystis vs K. pneumoniae 3.071 0.079 0.187 0.024-1.488 

Dientamoeba vs SII 13.52 0.0004 0.053 0.007-0.415 
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DISCUSIÓN 

En México las infecciones gastrointestinales causadas por parásitos siguen generando 

miles de casos anualmente, con un alto impacto de morbilidad en la población mexicana, 

ya que existen deficientes condiciones higiénicas y hábitos sanitarios que promueven su 

trasmisión y endemicidad (www.dgepi.salud.gob.mx/2010/plantilla/intd_boletin.html). 

El presente trabajo se enfocó a estudiar el papel patógeno de Blastocystis, el cual es 

controversial debido a que en años recientes se le ha asociado como un responsable 

importante del SII; aunque en otros estudios lo exoneran de este síndrome (Tan, 2008). 

Aunque existen algunas publicaciones en las que se muestra la prevalencia de 

Blastocystis utilizando técnicas coproparasitoscópicas en diferentes muestras de 

poblaciones mexicanas, no existe actualmente ningún trabajo en el que se hayan utilizado 

técnicas moleculares para su diagnóstico y subtipificación en México ní en Latinoamérica. 

Recientemente se le ha relacionado a Blastocystis sp. con el SII (Giacometti et al., 1999 

Yakoob et al., 2004), en México es importante analizar esta relación, ya que se ha 

observado una prevalencia de Blastocystis sp. de entre el 3 y el 42% en la población 

urbana y con-urbana del DF (Cruz-Licea 2003; Diaz et al., 2003), porcentaje muy parecido 

a la frecuencia del SII en el país. 

Se ha estimado que aproximadamente el 35% de las consultas en la especialidad de 

Gastroenterología en nuestro país, son de pacientes que padecen SII según los criterios 

de Roma II (Leyva-Jimenez et al., 2005), teniendo una dominancia del género femenino 

(Leyva-Jimenez et al., 2005; Schmulson et al., 2010; López-Colombo et al., 2012). En la 

presente tesis, en el grupo de casos se encontró una proporción de 1 hombre por cada 5 

mujeres, contrastando con la relación 1:2-3 que describen algunos autores en otras partes 

del mundo (Stark et al., 2007), pero más cercano a la relación de 1 hombre por cada 3.3 

mujeres que reportan Schmulson y colaboradores en 2010 para México. La proporción 

aún incrementada de mujeres en nuestros sujetos de estudio se debe probablemente a 

que se trata de ―pacientes‖ y se conoce que las mujeres consultan o buscan atención 

médica con mayor frecuencia que los hombres por estos síntomas. En el grupo control se 

observó una proporción entre hombres y mujeres, más equilibrada de 5 hombres por cada 

8 mujeres, esto debido a que en los controles se agruparon una gran variedad de 

afecciones del tubo digestivo, los cuales no son restringidos por el sexo.  

Respecto a la edad de los participantes, en ambos grupos fue similar, sin embargo en el 

servicio de Endoscopía de nuestro hospital existe una mayor afluencia de pacientes 

femeninas, particularmente las mayores de 31 años, lo que sugiere un sesgo 
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sociodemográfico ó de idiosincrasia (comunicación personal con los médicos del servicio). 

No obstante las diferencias de género y edad no fueron estadísticamente significativas por 

lo que fue factible llevar a cabo una comparación de variables entre ambos grupos. 

Los criterios de Roma III (Longstreth et al., 2006) permitieron confirmar el diagnóstico 

clínico y la correcta asignación de los sujetos en el estudio. Sin embargo, teniendo en 

cuenta los hallazgos colonoscópicos un individuo diagnosticado clínicamente como SII se 

cambió al grupo control por presentar diverticulosis y cuatro pacientes del grupo control 

con síntomas compatibles con SII pero que por su dieta y edad se debían descartar la 

presencia de pólipos y/ó divertículos, después de su colonoscopía la cual fue normal, 

fueron asignados en este estudio como casos.   

Es importante observar que se presentó un mayor número de agentes patógenos, 

potencialmente patógenos y comensales en el grupo de casos y se observó la presencia 

de uno ó más microorganismos potencialmente patógenos en el 58% de los individuos 

con SII, sin embargo no encontramos diferencias significativas en las prevalencias de los 

microorganismos entre el grupo control y el de casos, por lo que el componente biológico 

para desencadenar el SII en la población mexicana puede ser importante. Sin embargo no 

hay que olvidar que el SII es un trastorno multifactorial, en el cual, además de la 

posibilidad de ser desencadenado por agentes infecciosos, es muy importante el 

componente genético del paciente, su susceptibilidad a algún alimento u alérgeno, el 

estrés de la persona y alteraciones psicológicas (Camilleri et al., 2002; Kang et al., 2005). 

También es importante considerar a futuro realizar un seguimiento de los pacientes que 

presenten una gastroenteritis bacteriana, ya que se ha reportado a este hecho como un 

factor de riesgo para desarrolla el SII PI (Neal et al., 1997; Wang et al., 2004). 

Llamó la atención encontrar una prevalencia global Blastocystis del 23.5% utilizando PCR, 

en comparación con los resultados obtenidos con técnicas coproparasitoscópicas, con las 

que se encontró una frecuencia del 42% en vendedores de alimentos de un mercado de 

Xochimilco (Cruz-Licea 2003) y del 62% en niños de poblaciones rurales de Guerrero 

(Rodriguez et al., 2008), sin embargo estas diferencias se pueden deber a diferentes 

hábitos alimenticios y condiciones higiénicas, las cuales suelen ser deficientes en zonas 

conurbadas y aun más deficientes en comunidades rurales, basta con comparar estas 

frecuencias con las del 3% y 7% observadas por Diaz et al., 2003, en zonas urbanas de la 

ciudad de México que son muy contrastantes con las anteriores. Para este trabajo uno de 

los criterios de inclusión fue la residencia en el Distrito Federal por lo menos durante un 

año, ya que el hospital en el que se realizó el estudio atiende a personas de esta entidad 
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federativa así como de otros estados, por lo que al seleccionar solamente individuos que 

viven en el Distrito Federal, cerró la población a individuos de Zonas Urbanas y 

conurbadas, por lo que era de esperar que la prevalencia de Blastocystis sp. oscilara 

entre el 7% y el 42% (frecuencias reportadas por Diaz et al., 2003 y Cruz Licea 2003 

respectivamente), aun y cuando se contó con una técnica diagnóstica más sensible que 

los coproparasitoscópicos.  

En la presente tesis, al tratarse de pacientes que acudieron a un hospital general, también 

se presupuso un sesgo de selección, ya que pueden concentrarse portadores 

sintomáticos de Blastocystis subestimando la prevalencia de este parásito; un estudio 

preliminar sobre la prevalencia global de Blastocystis en muestras de heces analizadas 

durante un año en el Laboratorio Clínico de nuestro hospital mostró una prevalencia del 

45% (Q.C. Arroyo Escalante comunicación personal), lo que sugiere que en nuestro 

estudio probablemente hubo un sesgo de inclusión para ciertos subtipos patógenos u 

oportunistas de Blastocystis, por lo que disminuyó la prevalencia global esperada al 

excluir a los subtipos no patógenos u oportunistas, ya que el estudio no contó con 

individuos sanos, propios de una población abierta. 

La presencia de Blastocystis sp. en el grupo de pacientes con SII (32%) respecto a los 

controles (16.9%), no mostró una asociación estadística clara, ya que la probabilidad de 

que esta asociación se deba solo al azar no fue menor a 0.05 (el valor encontrado fue 

p=0.0581), aunque el valor de OR=2.31 indique que los portadores de Blastocystis sp. 

tienen dos veces mayor probabilidad de desarrollar SII, la precisión estadística reflejada 

por CI=0.956-5.567, al cruzar por la unidad, no respalda el valor de OR, (no obstante se 

encuentra muy cerca de la unidad), lo que refleja solo una tendencia de asociación. 

Nuestros datos solo muestran una tendencia de asociación entre el Blastocystis sp. y el 

SII, (esto dentro de la población analizada). Para esclarecer fehacientemente el papel de 

de este microorganismo en el SII, deberá de considerarse un tamaño de muestra mayor 

en los grupos de estudio, así como incluir un grupo de referencia de individuos sanos, que 

ayudará a incorporar variantes de Blastocystis sp. comensales, todo esto a partir de los 

datos de las frecuencias de los portadores de Blastocystis sp. en pacientes con SII y de 

portadores de Blastocystis sp. en pacientes sin SII, datos que hasta antes de la presente 

tesis nos eran desconocidos, (a partir de los datos obtenidos en la presente tesis 

podemos re calcular que para un estudio de casos y controles como este, necesitaríamos 

111 individuos por grupo). Una limitante del presente estudio es la ausencia de un grupo 

control proveniente de población abierta. Para evitar ese sesgo, todos los participantes se 
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tendrían que ser evaluados con los criterios de Roma III y ser sometidos a un examen 

médico y colonoscópico para descartar organicidad. Aunque es muy difícil contar con 

voluntarios aparentemente sanos que estén dispuestos a someterse a una colonoscopía, 

además de que los servicios del Hospital general Dr. Manuel Gea González, en su 

mayoría ya están comprometidos con los servicios propios de la institución. 

Probablemente el papel de Blastocystis sp. en el SII sea muy limitado. En nuestra 

población la prevalencia de Blastocystis sp, en nuestros controles es del 16.9% y la 

prevalencia en pacientes con SII, es del 32%, por lo que difícilmente este microorganismo 

sea el principal causante del SII en nuestra población. 

En cuanto al análisis de la SSuRNA, consideramos que para el caso particular de 

Blastocystis, tratar de relacionar un subtipo genético establecido con base en un gen 

constitutivo (como lo es la SSUrDNA) con la patogenicidad del microorganismo, es un 

abordaje inexacto; ya que se debería buscar esta asociación con posibles genes de 

virulencia (genes de las proteasas de cisteína, de las proteínas involucradas en el 

enquistamiento ó en el cambio de los estadios ameboide, granular y de cuerpo central, 

entre otros). Sin embargo actualmente no existen secuencias genéticas de estos 

marcadores para todos los subtipos conocidos y al desconocer si este organismo 

presenta eventos de reproducción sexual y solo ser conocida su reproducción asexual 

(clonal), es factible pensar que al analizar los subtipos genéticos basados en un gen, con 

este sea posible diferenciar variantes patógenas de las comensales, aunque para esta 

hipótesis tendríamos que esperar que no existan eventos de recombinación horizontal 

entre los diferentes subtipos, evento que nos es también desconocido, aunque en general 

son pocos los eventos de co-infección entre los diferentes subtipos. 

Respecto a los subtipos de Blastocystis identificados, bajo las condiciones de este 

estudio, se observaron los ST1, ST2 y ST3, de manera abundante los ST1 y ST3 (ver 

cuadro 1), que en su mayoría se encontraron co-infectando a un mismo hospedero, 

mientras que el ST2 se identificó en dos pacientes con SII, por lo cual la asociación que 

se encontró en este estudio con relación a SII vs ST2, puede ser resultado de un artefacto 

por la falta de un tamaño de muestra mayor. No hay que olvidar que desconocemos la 

distribución de los ST en población abierta, sobre todo en portadores asintomáticos, y que 

es posible que en población abierta encontremos otros ST y que los que encontramos 

aquí, cambien en su frecuencia en una población más amplia. 

En el Cuadro 4 se concentran los resultados de una búsqueda bibliográfica realizada para 

la presente tesis, en la que se muestran los subtipos de Blastocystis sp. identificados en 
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portadores humanos independientemente de sus manifestaciones clínicas; como puede 

verse los ST1 y ST3 son los más frecuentes en el mundo, también puede observarse que, 

aunque en menor frecuencia, se han identificado otros subtipos y que existe el caso 

excepcional del ST4, que en la población española presenta una frecuencia del 94%. En 

algunos estudios se encontraron casos de co-infección entre distintos subtipos por lo que 

la suma de las frecuencias de los ST rebasa el 100%, siendo la co-infección más común 

entre los ST1/ST3, seguida por las coinfeciones ST3/ST2 y ST1/ST2. 

No se han identificado asociaciones claras entre los distintos subtipos de Blastocystis sp. 

y la presencia de síntomas ó alteraciones clínicas (Tan, 2008). Sin embargo, durante el 

estudio de Dogruman–Al et al. (2008), se encontró que al estudiar 96 muestras fecales de 

portadores de Blastocystis sintomáticos como asintomáticos, el ST2 se asoció al grupo de 

portadores asintomáticos (p=0.044), siendo el único estudio en el que se ha encontrado 

una asociación entre los subtipos de Blastocystis y los portadores asintomáticos. En la 

presente tesis, el ST2 se identificó en un paciente de manera asilada y en co-infección 

con el ST3, lo que incrementa el debate sobre la virulencia y patogenicidad de los ST de 

Blastocystis. 

 

Cuadro 4. Frecuencia de distintos subtipos genéticos de Blastocystis en el mundo. 

Referencia 
Origen 

(n)* 

Subtipos (%)‡ 

1 2 3 4 5 6 7 
8, 9 y 

10 
Otros+ 

Yoshikawa et 

al., 2004b 
Alemania (12) 25 16.7 41.7 16.7 0 0 0 0 0 

Li  

et al., 2007 

China 

(80) 
22.5 2.5 70 1.2 0 0 0 0 3.8 

Yan 

et al., 2006 

China 

(40) 
45 10 47.5 0 0 0 2.5 0 0 

Stensvold et 

al., 2006 

Dinamarca 

(29) 
3.4 20.7 51.7 24.1 0 0 0 0 0 

Stensvold et 

al., 2007b 

Dinamarca 

(28) 
17.9 32.1 46.4 3.6 0 0 0 0 0 

Yoshikawa et 

al., 2004b 

Bangladesh 

(26) 
7.7 0 92.3 0 0 0 0 0 0 

Menounos et 

al., 2007 

Grecia 

(45) 
20 13.3 60 2.2 2.2 2.2 0 0 0 



45 

 

Yoshikawa et 

al., 2004b 

Japón 

(50) 
8 0 52 4 0 22 10 4 0 

Wong et al., 

2008 

Singapur 

(9) 
22.2 0 77.8 0 0 0 0 0 0 

Dogruman –Al 

et al., 2008 

Turquía 

(96) 
19.8 22.9 57.3 0 0 0 0 0 0 

Souppart et al., 

2009 

Francia 

(43) 
25.6 9.3 53.5 9.3 0 2.3 0 0 0 

Yoshikawa et 

al., 2004b 

Paquistán 

(10) 
20 0 70 0 0 10 0 0 0 

Dominguez-

Marquez et al., 

2009 

España 

(51) 
2 4  94 0 0 0 0 0 

Presente 

estudio 

México 

(115) 
70.3‡ 7.4‡ 81.4‡ 0 0 0 0 0 0 

*Número de muestras analizadas; +ST desconocidos o autóctonos; ‡en algunos estudios 
se encontraron casos de co-infección entre distintos subtipos por lo que la suma de las 
frecuencias de los ST rebasa el 100%, como ocurrió en la presente tesis. 

 

Después de la corroboración de los subtipos con las secuencias del amplicón interno de 

630 pb de la SSUrDNA, se observó que en general tuvieron una identidad >98% para los 

ST1 y ST3 respecto a las secuencias de otros países. Esto fortalece la hipótesis de que 

Blastocystis podría presentar una serie de linajes clonales distribuidos en el mundo (Tan, 

2008), además de que en este microorganismo no se ha comprobado su reproducción 

sexual por lo que la apreciación del fenómeno de clonalidad se ve fortalecido. Llamó la 

atención que la secuencia del ST2 presentó una identidad del 99% con el organismo 

Poterioochromonas malhamensis y del 90% a Blastocystis (secuencia EF209016). 

Resultados semejantes en grado de identidad y que corresponden al género Blastocystis 

se han documentado en muestras provenientes de otros hospederos como cerdos y 

caballos, lo cual implica comportamiento zoonótico de este parásito (Thathaisong et al., 

2003).  

El análisis de las secuencias del amplicón diagnóstico de 310 pb mostró que todos los 

aislados correspondían al ST3 con diferente grado de identidad (del 97% al 99%), lo cual 

sugiere dos cosas 1) que el análisis de este amplicón no es adecuado para el 

establecimiento de los subtipos de Blastocystis sp., 2) en el caso de tener co-infecciones 

de distintos ST, como en el presente trabajo, probablemente el DNA del ST más 

abundante sea el que se sobre-amplifique (en nuestro caso, el ST3), hay que recordar 

que el ST3 es el único ST que es exclusivo de humanos. Comunicación personal con el 
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Dr. Rune Stensvold (investigador de la unidad de micología y parasitología de Statens 

Serum Institut en Dinamarca) señala que en su experiencia ha identificado que en varias 

ocasiones se encuentran mezclas de diferentes ST al analizar el amplicón diagnóstico de 

310pb, además de que los oligonucleótidos diseñados por Yoshikawa et al. (2003) (y que 

se usaron para la presente tesis) no cubren correctamente la subtipificación de 

Blastocystis, por lo que él recomienda analizar la secuencia completa de la SSUrDNA.  

El análisis filogenético mostró que la mayoría de las secuencias del amplicón diagnóstico 

se congregaron en el ST3, con las secuencias AM118078, EU679346, AB070988, 

AB070992, AB091233, AB091234, AB091235 y AB070986 de Dinamarca, Filipinas y 

Japón. El subtipo III*, se conformó por 2 secuencias mexicanas, las cuales coinciden que 

fueron de pacientes con SII, presentaron co-infección con los ST1, además de que 

presentaron el porcentaje de identidad más bajo (97%) respecto a las secuencias del ST3, 

ya que al encontrarse estas co-infecciones se reduce la identidad de las secuencias 

analizadas. 

Se ha documentado que muchos parásitos presentan una estructura poblacional clonal, 

aún cuando tienen reproducción sexual (Maravilla et al., 2008; Sibley et al., 2009). Por lo 

contrario, en algunos otros como el género Trypanosoma no existe la evidencia de 

meiosis ó singamia, sin embargo se han documentado evidencias de recombinación 

genética, cuando al infectar moscas tsetse simultáneamente con dos cepas de T. brucei 

se recuperaron cepas recombinantes (Gibson, 1996). Asimismo, Smith et al. (1993), 

estudiaron la clonalidad en bacterias y en algunos parásitos como Plasmodium 

falciparum, Trypanosoma brucei y T. cruzi; en todos ellos se identificaron estructuras 

genéticas de alta clonalidad, con recombinación y ―epidémicas‖ con alta recombinación 

(Figura 17). Debido a que actualmente se desconoce cómo es la estructura genética 

poblacional de Blastocystis, considerando los datos obtenidos en la presente tesis y de las 

secuencias del GenBank, podemos suponer que este parásito puede presentar una 

estructura clonal con cierto grado de recombinación entre variantes genotípicas cercanas 

que puedan encontrarse en el ambiente y posteriormente co-infectar a un mismo 

individuo. Para comprobar esta hipótesis es necesario llevar a cabo un estudio de 

desequilibrio de ligamiento en genes metabólicos ó de ―virulencia‖ y regiones silenciosas 

junto con un análisis molecular de selección y pruebas de neutralidad (Pruebas de T de 

Tajima, Ewens-Watterson). 

Aunque en nuestra población encontramos generalmente co-infecciones de los ST1 y ST3, es 

importante analizar, el porqué en otros estudios se encuentra principalmente una infección 
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definida por un solo subtipo. Para explicar porque se encuentra principalmente un solo subtipo 

de Blastocystis parasitando a un individuo, tenemos que analizar la posibilidad de una 

―inmunidad concomitante‖. Este tipo de inmunidad se presenta frecuentemente en diversas 

parasitosis y se refiere a que los hospederos desarrollan una respuesta inmune posterior a una 

infección inicial, que actúa para prevenir el establecimiento de parásitos de la misma especie 

ante un reto subsecuente de infección mientras siga vivo el parásito que se estableció durante 

la exposición inicial (Lightowlers, 2010; Srisawangwong et al., 2011).  

Para comprobar esto en la blastocistosis, es necesario contar con cultivos axénicos de 

distintos ST de Blastocystis y llevar a cabo infecciones experimentales; sin embargo, aunque 

se trata de una zoonosis, muchos animales se infectan pero no presentan síntomas y signos 

evidentes de infección ó daño y a las pocas semanas resuelven la infección (Tan, 2008) por lo 

que deberá buscarse un modelo in vivo novedoso en el que se pueda llevar a cabo la infección 

y que se realice un seguimiento de la parasitosis por algún tiempo, para presentar 

posteriormente un reto de infección y observar el establecimiento de la nueva infección 

evaluando la respuesta inmune humoral y celular. 



 

Figura 17. Representación de 

estructuras poblacionales. En A y B, son 

poblaciones formadas por aislados 

separados por dos ramas principales. La 

estructura poblacional en A es clonal en 

todos los niveles, de tal forma que el 

dendograma es un árbol evolutivo, no 

hay recombinación intra e inter aislados 

en la misma rama o entre ramas 

diferentes del mismo árbol. En B, la 

recombinación no ocurre entre aislados 

de las dos ramas principales pero hay 

recombinación frecuente entre aislados 

de cada una de las ramas principales; la 

estructura dentro de estas ramas es por 

lo tanto de ―tipo nido‖ y es representada 

por la sección ampliada de una de las 

ramas principales. En C, se muestra una 

estructura ―epidémica‖ en la cual es 

frecuente la recombinación dentro de 

todos los miembros de la población, por 

lo que la estructura es una red más que 

un árbol; sin embargo, ocasionalmente 

aparecen individuos altamente exitosos y 

se incrementa rápidamente su 

frecuencia, produciéndose clonas 

epidémicas (imagen tomada de Smith et 

al., 1993). 

 

Sin embargo en nuestra población la presencia de co-infecciones de los ST1 y ST3, se 

deben de favorecer por algún factor que tengamos en común los mexicanos y que no se 

comparta con otras regiones del mundo, tal vez algún factor exclusivo de nuestra 

alimentación que mantenga a ambos ST ó una exposición continua a ambos ST. 

Respecto a las bacterias identificadas en los pacientes con SII y en los controles, puede 

verse que pertenecen a la microbiota normal, excepto en el paciente que presentó 

Salmonella paratyphi A y un participante del grupo control en el que se identificó rotavirus. 

Entre los parásitos encontrados, llamó la atención la baja prevalencia de parásitos 

tradicionalmente endémicos y prevalentes en México, como Giardia y Entamoeba 

histolytica/dispar ya que si comparamos los resultados de los CPS obtenidos en este 

estudio con los datos existentes de finales del siglo pasado (www.dgepi.salud.gob.mx), 



49 

 

observamos que existe en general una disminución de los protozoarios, lo que sugiere un 

mejoramiento en los hábitos higiénicos y alimenticios de los citadinos.  

Otro hallazgo que fue particularmente interesante, fue la asociación clara de D. fragilis con 

pacientes del grupo control (p=0.0004, OR=0.053, IC=0.007-0.415). Este hallazgo puede 

ser un generador de hipótesis sobre un probable efecto protector de la infección con D. 

fragilis al desarrollo del SII. Estos datos contrastan con los de otros estudios que lo han 

asociado al desarrollo de SII, sin embargo es posible que esto se deba a un sesgo de los 

participantes, ya que los pacientes con SII han tenido tratamiento antimicrobiano previo, 

principalmente por automedicación (comunicación personal con los médicos tratantes) 

pudiendo ser más sensible D. fragilis que Blastocystis sp. a estos fármacos También se 

ha postulado la posibilidad de la existencia de variantes comensales y autóctonas de D. 

fragilis, sin embargo esto no se ha documentado ampliamente, por lo que se requiere de 

un estudio enfocado a este microorganismo, donde se analice su prevalencia en distintas 

regiones del mundo, así como sus variantes. (Windsor et al., 2005; Stark et al., 2007). 

Debido a que este microorganismo solo se ha documentado en humanos y existen pocos 

reportes que lo refieren como patógeno, es factible considerar la existencia de variantes 

comensales que sean más comunes que las variantes patógenas, en nuestra población.  

Es posible que D. fragilis presente alguna característica que disminuya el riesgo a 

presentar SII, ayudando en la digestión de los alimentos ricos en carbohidratos y lípidos 

(aunque hoy en día no se conoce mucho del metabolismo de este microorganismo), ó 

promoviendo la secreción de IgA (inmunoglobulina de defensa contra virus, bacterias y 

algunos protozoarios).  

Actualmente se tiene un conocimiento limitado de pocos microorganismos como 

Bifidobacterium lactis Bb12(R), microorganismo que incrementa la secreción de IgA y 

ayuda a prevenir infecciones del tracto gastrointestinal, sobre todo las debidas a bacterias 

(Kabeerdoss et al., 2011) (este tipo de microorganismos son un punto de estudio 

importante, sobre todo ante el SII PI). También existe el Bifidobacterium infantis 35624, el 

cual se ha observado alivia los síntomas del SII y normaliza la relación de IL10/IL12 (la 

cual en pacientes con SII, denotan una respuesta tipo Th1 pro-inflamatoria) (O‘Mahony et 

al., 2005). El microorganismo Streptococcus thermophilus nos da otra idea sobre una 

posible protección de D. Fragilis ante el SII, ya que se ha observado que S. thermophilus 

alivia los síntomas de la intolerancia a la lactosa y es que se ha documentado que este 

microorganismo presenta un metabolismo que le permite crecer en presencia de fuentes 

de lactosa, sacarosa, galactosa y glucógeno (Thomas et al., 2011). 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kabeerdoss%20J%22%5BAuthor%5D
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Probablemente las variantes de D. Fragilis presentes en nuestra población muestren 

fenómenos como los mencionados por los microorganismos Bifidobacterium lactis y, 

Streptococcus thermophilus. Será importante analizar el papel de D. fragilis, tanto como 

comensal y/ó como patógeno, abarcando estudios epidemiológicos, de su metabolismo, 

ciclo de vida (ya que se desconoce la existencia de estadio quístico), de su distribución y 

su genética poblacional, así como su estudiar más a fondo su relación con el SII. 
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CONCLUSIONES 

 La frecuencia global de Blastocystis determinada por PCR fue del 23%. 

 

 Se encontró en el 58% de los individuos con SII un microorganismo 

potencialmente patógeno como posible causa orgánica del SII. 

 

 Aunque Blastocystis fue el parásito más frecuente (32%) entre los pacientes con 

SII, este microorganismo solo mostró una tendencia de asociación con este 

trastorno (p=0.0581, OR=2.31, IC=0.956-5.567), por lo que es recomendable 

ampliar el tamaño de muestra para aclarar ó desechar esta asociación. 

 

 Encontramos que los subtipos de Blastocystis más comunes en nuestra población 

fueron los ST1 y ST3. Llamó la atención que estos subtipos se presentaron 

principalmente en co-infección, lo que contrasta con lo que ocurre en otras partes 

del mundo en donde, si bien estos subtipos son los más frecuentes, generalmente 

se les identifica en infecciones únicas. 

 

 Es importante establecer el uso de marcadores moleculares confiables para la 

subtipificación de Blastocystis y con ello, ayudar a aclarar el papel patógeno ó 

comensal de los haplotipos de este microorganismo.  

 

 Existe un pobre conocimiento sobre la estructura genética poblacional de 

Blastocystis sp., por lo que trabajos futuros deben encaminarse a su 

caracterización y podrán impactar en su epidemiología y control, ya que la 

diversidad genética dentro y entre las poblaciones de parásitos es la que 

determina los cambios genéticos futuros y los procesos de diferenciación, 

adaptación y especiación. 

 

 El presente estudio genera una nueva hipótesis que sugiere que la presencia de 

D. fragilis como factor protector ante el SII (p=0.0004, OR=0.053, IC=0.007-0.415), 

lo cual debe ser investigado. 
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Anexo 1 

Carta de consentimiento informado. 
De acuerdo con los principios de la Declaración de Helsinki y con La ley General de Salud, Título 
Segundo. De los Aspectos Éticos de la Investigación en Seres Humanos CAPITULO I 
Disposiciones Comunes. Artículo 13 y 14.- En toda investigación en la que el ser humano sea 
sujeto de estudio, deberán prevalecer el criterio del respeto a su dignidad y la protección de sus 
derechos y bienestar. Debido a que esta investigación se consideró como riesgo mínimo o mayor 
de acuerdo al artículo 17 y en cumplimiento con los siguientes aspectos mencionados con el 
Artículo 21: 

I. En México, el Síndrome de Intestino Irritable es enfermedad que afecta al 12% de la población en 
general. Por otra parte, la información que se tiene sobre los aspectos clínicos y epidemiológicos 
de la blastocistosis por Blastocystis hominis es limitada, no obstante se ha incrementado el número 
de personas que son diagnosticados como portadores de este parásito diariamente en los 
laboratorios de parasitología. Por ello, el estudio titulado ―Síndrome de Intestino Irritable, genotipos 
de Blastocystis hominis y polimorfismos de los alelos del TNFα y de la IL-8‖ considero que es 
importante y deseo participar en el. 

II. Se me ha informado que me tomarán 15 ml de sangre y que traeré tres muestras de heces, 
estas muestras son adicionales al estudio que requiere mi enfermedad. Además se me practicarán 
mediciones corporales que son totalmente inofensivas. Como apoyo al diagnóstico, ES 
PROBABLE que se me realice una colonoscopia, la cual se realizará en la División de 
Gastroenterología de este hospital con los lineamientos y recomendaciones de la propia división y 
cuyos riesgos se me explicarán ampliamente por los médicos especialistas que la llevarán a cabo. 

III. Se me explicó que la toma de sangre se realizará con una aguja y jeringa pequeña; sin 
embargo puede dar como resultado moretones, sangrados e infección, estos se resolverán con las 
indicaciones del médico en término de una o 2 semanas. 

IV. Los resultados de este estudio ayudarán a determinar el mejor tratamiento para el Intestino 
Irritable como en mi caso o en el de otros pacientes. 

V. Se me ha asegurado que puedo preguntar hasta mi complacencia todo lo relacionado con el 
estudio y mi participación 

VI. Se me aclaró que puedo abandonar el estudio en cuanto yo lo decida, sin que ello afecte mi 
atención de parte del médico o del hospital 

VII. Autorizo la publicación de los resultados de mi estudio a condición de que en todo momento se 
mantendrá el secreto profesional y que no se publicará mi nombre o revelará mi identidad. 

Con fecha ____________________________, habiendo comprendido lo anterior y una vez que se 
me aclararon todas las dudas que surgieron con respecto a mi participación en el proyecto, y 
reitero que ACEPTO participar en el estudio titulado: “Síndrome de Intestino Irritable, 
genotipos de Blastocystis hominis y polimorfismos de los alelos del TNFα y de la IL-8: 
Estudio de casos y controles”” 

Nombre, y firma del testigo 1    Nombre, y firma del testigo 2 
Dirección       Dirección 
Relación que guarda con el paciente    Relación que guarda con el paciente 
 
 
 
Nombre y firma del Investigador Responsable o Principal 

Este documento se extiende por duplicado, quedando un ejemplar en poder del sujeto de 
investigación o de su representante legal y el otro en poder del investigador.  

Para preguntas o comentarios comunicarse con el Dr. Pablo Maravilla, investigador responsable de 
este proyecto en el Hospital General ―Dr. Manuel Gea González‖ al (01 55) 4000-3000.  



53 

 

Anexo 2 

Secuencias de un fragmento de 560 pb de la SSUrDNA de Blastocystis 

Secuencia 1: Control 3, 560 pb 

GGTAGTTGGGTGATCGCTATTGTGAGACTTCGGTCTCTCGATAGTAAGTCACCCCCTTCCAGT

ATCCAGTAGTGGGTATTCAGTTACTTACTATTGTGTGTTGGTCCTTTACTGTGAGAAAATTAGAG

TGTTCAAAGCAGGCGTTTGCTTGAATAGATTAGCATGGAATAATAATTGAAGGCTTTCGTGTTC

GATTTGATTGGTTTGTTCATGGAAGCAAGGTTAAAAGGAACAGTTGGGGGTATTCATATTCACT

AGTTAGAGGTGAAATTCTCGGATTTATGGAAGATGAACAAGTGCGAAAGCATTTACCAAGGATG

TTTTCATTAATCAAGAACGAAAGCTAGGGGATCGAAGAGGATTAGATACCCTCGTAGTCTTAGC

TATAAACGATACCGACTAGGGGTTAGTAGAGGTCAAAGTGTCTTTATTAGTACCTTATGAGAAA

TCAAAGTCTTTGGGTTCCGGGGGGAGTATGGTCGCAAGGCTGAAACTTAAAGGAATTGACGGA

AGGGCACCACCAGGAGTGGAGCCTGCGGCTTAATTTGACTCAACACGGGGAAACTTACCAGG

ACCAGCATTAAGGGAAGGAGGG 

Secuencia 2: Síndrome 29, 560 pb 

CCCTGTCCTTACGACGTAGCATGTGTATGAGACATTCGTGTATTTTGTTATTCAAGTATCCTCCT

TCTAAATTCGATATATGAGTATTAATTTACTTGTATATGGTTTTAGACTTTTACTGTGAGAAAATT

AGAGTGTTCAAAGCAGGCATTTGCTTGAATATATTAGCATGGAATAATCATGTATGATTTTCATG

ATGTATTTGATTGGTTTGGTTGATGAGAATAAGATTAAAAGGGACAGTTGGGGGTATTCATATT

CAATAGTCAGAGGTGAAATTCTCGGATTTATGGAAGATGAACAAGTGCGAAAGCATTTACCAAG

GATGTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGTTAGGGGATCGAAGAGGATTAGATACCCTCGTAGTCT

TAACTATAAACGATACCGACTAGAGGTTAGTGAAGGTCATTGTGTCTTGACTAGTATCTTATGA

GAAATCAAAGTCTTTGGGTTCCGGGGGGAGTATGGTCGCAAGGCTGAAACTTAAAGGAATTGA

CGGAAGGGCACCACCAGGAGTGGAGCCTGCGGCTTAATTTGACTCAACACGGGAAAACTTAC

CAGGACCAGCATAAGGAAAGG 

Secuencia 3: Síndrome 3, 560pb 

CGTTACTTCGTGCGTCTATAGACGCGGAAGCCTCAGGGGCGATGCTGTGGATCGGGACCATC

CTCGAGGAGAACATATCTGTCATTGAGTTGATGGGTATGGGACCCTCGTCATTTACTGTGAGC

AAAATAGAGTGTTCAAAGCAGGCTTACGCCGTTGAATACATTAGCATGGAATAATAAGATAGGA

CCTTGGTCTATTTTGTTGGTTATACTCCGAGGTAATGATTAATAGGGACAGTTGGGGGTATTCG

TATTCAATTGTCAGAGGTGAAATTCTTGGATTTATGGAAGACGAACTACTGCGAAAGCATTTAC

CAAGGATGTTTTCATTAATCAAGAACGAAAGTTAGGGGATCGAAGATGATTAGATACCATCGTA

GTCTTAACCATAAACTATGCCGACTAGGGATTGGTGGGTGTTATTAGCGACTCCATCAGCACCT

TATGAGAAATCAAAGTCTTTGGGTTCCGGGGGGAGTATGGTCGCAAGGCTGAAACTTAAAGAA

ATTGACGGAAGGGCACCACCAGGAGTGGAGCCTGCGGCTTAATTTGACTCAACACGGGGAAA

CTTACCAGGACCAGCATTAGGGAAGGA 
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Anexo 3 

Secuencias de 310 pb de la SSUrDNA de Blastocystis. 

La secuencia inicial se obtuvo por duplicado para corroborar el grado de fidelidad de la 

secuenciación. De la secuencia número 2 (Control 1‘) en adelante solo se distinguen los 

nucleótidos que son diferentes a la secuencia de referencia, la cual es Control_1_*560pb‘. 

‗Control_1_*560pb‘     

TCTGTCCCTTAGGTCCGGGCTGCGCGCGACCTTCTTCAACAGTGGCTGAATCGATAATTGCAATTTA

AGAACGTGATGGGGTGATCTGTAAAACGTCATGAAGAGGAATTCTATATGCAGTCATCAACTGCGTT

AGCCCTGCCTTGAAACCCCGTCGATACATTGATGGTCCATGAACACTTAATTTTG 

‗Control_1‘           

.......................................................................................................................................................................

...................... 

‗Control_2‘           

.......................................................................................................................................................................

...................... 

‗Control_3‘           

.......................................................................................................................................................................

...............GT..... 

‗Control_4‘           

.......................................................................................................................................................................

...............G...... 

‗Control_5‘           

.......................................................................................................................................................................

...............G...... 

‗Control_6‘           

.......................................................................................................................................................................

...............G...... 

‗Control_7‘           

.......................................................................................................................................................................

................T..... 

‗Control_8‘           

.......................................................................................................................................................................

...............G...... 

‗Control_9‘           

.......................................................................................................................................................................

...............G...... 

‗Control_10‘          

.......................................................................................................................................................................

...............G...... 
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 ‗Control_11‘          

.......................................................................................................................................................................

...............G...... 

‗Control_12‘          

.......................................................................................................................................................................

...............G...... 

‗Sindrome_1‘          

..C...GGAC.........G...A..........C.......................................................................................................................

............................G.....T 

‗Sindrome_2‘          

.......................................................................................................................................................................

...............G...... 

‗Sindrome_3‘          

.......................................................................................................................................................................

...............G...... 

‗Sindrome_4‘          

.......................................................................................................................................................................

...................... 

‗Sindrome_5‘          

.......................................................................................................................................................................

...............G...... 

‗Sindrome_6‘          

.......................................................................................................................................................................

...............G...... 

‗Sindrome_7‘          

.......................................................................................................................................................................

...................... 

‗Sindrome_8‘          

.......................................................................................................................................................................

...............GT..... 

‗Sindrome_9‘          

.......................................................................................................................................................................

................T..... 

‗Sindrome_10‘         

.......................................................................................................................................................................

...............G...... 

‗Sindrome_12‘         

AACCAGTGGGGA.A.TAAAGG.ACAAT.GT....C.TTTA.TGAATCCCCC.TT.T.....CT..................................C

C...................................................................................G....AA  
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Anexo 4 

Secuencias usadas en la reconstrucción filogenética: 

Se uso como referencia la secuencia Control 1, la cual es idéntica a la secuencia 
AM118078, solo se resaltan los nucleótidos diferentes a las secuencias de referencia. 

 

‗AM118078.1_Dinamar‘  
...............................................................................................................................................................
.......................G...... 
 
‗AM117938.1_Dinamar‘  
..............T.................CT......G.......TG.......C......G..GAG..............CT....TGT.A....................C...............
A..................................................G....AA 
‗AM118079.1_Dinamar‘  
.................................G.........A....GG....G..C....C.....C................T....T.T.A.............................................
..........................................G....AA 
‗AB023499.1_descono‘  
..............T.................CT......G.......GG....G..C......G..GAG..............CT....TGT.A....................C.............
..A........................................G.........G...GAT 
‗AB023578.1_descono‘  
..............T......A..........CT......GA......GG....G..C......G..GAG..............CT....TGT.A....................C..........
.....A........................................G.........G...GAT 
‗AB070986.1_descono‘  
...........A.................................................................................................................................................
.........................G...... 
‗AB070987.1_descono‘  
..............T.................CT......G.......TG.......C......G..GAG..............CT....TGT.A....................C...............
A........................................G.........G....AC 
‗AB070988.1_descono‘  
...............................................................................................................................................................
.......................G...... 
‗AB070989.1_descono‘  
..............T.................CT......G.......GG....G..C......G..GAG..............CT....TGT.A....................C.............
..A........................................G.........G...GAT 
‗AB070990.1_descono‘  
..............T................ACT......G......TG.........C..G......AGT.............CT....TTT.A....................C...............
A....................................A...G.........G....CA 
‗AB070991.1_descono‘  
..............T................ACT......G..AT....G.......C..G.......AGT.............CT....TTT.A......................T............
...................................G..A...G.........G.....T 
‗AB070992.1_descono‘  
...............................................................................................................................................................
.......................G...... 
‗AB091233.1_Japon_B‘  
...............................................................................................................................................................
.......................G...... 
‗AB091234.1_Japon_B‘  
...............................................................................................................................................................
.......................G...... 
‗AB091235.1_Japon_B‘  
...............................................................................................................................................................
.......................G...... 
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‗AB091236.1Japon_B_‘  
..............T................ACT......G......TG.........C..G......AGT.............CT....TTT.A....................C...............
A....................................A...G.........G....CA 
‗AB091237.1_Japon_B‘  
..............T................ACT......G......TG.........C..G......AGT.............CT....TTT.A....................C...............
A....................................A...G.........G....CA 
‗AB091238.1_Japon_B‘  
..............T................ACT......G......TG.........C..G......AGT.............CT....TTT.A....................C..........G..
..A....................................A...G.........G....CA 
‗AB091239.1_Japon_B‘  
..............T................ACT......G..AT....G.......C..G.......AGT.............CT....TTT.A....................................
..................................G..A...G.........G.....T 
‗AB091240.1_Japon_B‘  
..............T.................CT......G.......GG....G..C......G..GAG..............CT....TGT.A....................C.............
..A........................................G.........G...GAT 
‗AB091241.1_Japon_B‘  
..............T.................CT......G.......GG....G..C......G..GAG..............CT....TGT.A....................C.............
..A........................................G.........G...GAT 
‗AF408425.2_Japon_B‘  
..............T................ACT......G......TG.........C..G......AGT.............CT....TTT.A....................C...............
A....................................A...G.........G....CA 
‗AF408426.2_Japon_B‘  
..............T................ACT......G......TG.........C..G......AGT.............CT....TTT.A....................C...............
A....................................A...G.........G....CA 
‗AF408427.1_Singapu‘  
..............T.......A........ACT......G..AT....G.......C..G.......AGT.............CT....TTT.A..............................G..
.....................................G..A...G.........G.....T 
‗AF439782.2_Tailand‘  
..............T.................CT......G.......GG....G..C......G..GAG..............CT....TGT.A....................C.............
..A..............C.T.......................G...C.....G...GAT 
‗AF538348.1_Tailand‘  
..............T.................CT......G.......GG....G..C......G..GAG..............CT..A.TTT.A....................C............
...A....................................A...G.........G....CT 
‗AY244619.1_Alemani‘  
.................................G.........A....GG....G..C....C.....C................T....T.T.A.............................................
..........................................G....GA 
‗AY244620.1_Alemani‘  
.................................G.........A....GG....G..C....C.....C................T....T.T.A.............................................
..........................................G....GA 
‗AY244621.1_Japon_B‘  
.................................G.........A....GG....G..C....C.....C................T....C.T.A.............................................
..........................................G....GA 
‗AY590105.1_dfi_hos‘  
..............T................ACT......G..AT....G.......C..G.......AGT.............CT....TTT.A....................................
..................................G..A...G.........G.....T 
‗AY590106.1_dfi_hos‘  
..............T................ACT......G..AT....G.......C..G.......AGT.............CT....TTT.A....................................
..................................G..A...G.........G.....T 
‗AY590107.1_dfi_hos‘  
..............T................ACT......G..AT....G.......C..G.......AGT.............CT....TTT.A....................................
..................................G..A...G.........G.....T 
‗AY590108.1_dfi_hos‘  
............A.T...............TACT......G..AT....G.......C..G.......AGT.............CT....TTT.A..................................
....................................G..A...G.........G.....T 
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‗AY590109.1_dfi_hos‘  
..............T................ACT......G..AT....G.......C..G.......AGT.............CT....TTT.A....................................
..................................G..A...G.........G.....T 
‗AY590110.1_dfi_hos‘  
..............T.................CT......G.......GG....G..C......G..GAG..............CT....TGT.A....................C.............
..A........................................G.........G...GAT 
‗AY618265.1_Tailand‘  
..............T.................CT......G.......TG.......C......G..GAG..............CT....TGT.A....................C...............
A........................................G.........G....AC 
‗AY618266.1_Tailand‘  
..............T.................CT......G.......GG....G..C......G..GAG..............CT....TGT.A....................C.............
..A........................................G.........G...GAT 
‗FJ809939.1_China_B‘  
..............T................ACT......G.GTT....G.......C..G.......AGT.............CT....TTT.A...................................
...................................G..A...G.........G.....C 
‗U51151.1_16s_natur‘  
..............T.................CT......G.......GG....G..C......G..GAG..............CT....TGT.A....................C.............
..A........................................G.........G...GAT 
‗DQ366343.1_China_B‘  
..............T................ACT......G.GTT....G.......C..G.......AGT.............CT....TTT.A...................................
...................................G..A...G.........G.....C 
‗EF079872.1_China_B‘  
..............T................ACT......G.GTT....G.......C..G.......AGT.............CT....TTT.A...................................
...................................G..A...G.........G....GC 
‗EF468654.1_China_B‘  
..............T.................CT..........A...............T.......AG..............CT..A.TTT.A....................C...............A.....
...............................A...G.........G....CT 
‗EU082109.1_China_B‘  
..............T................ACT......G.GTT....G.......C..G.......AGT.............CT....TTT.A...................................
...................................G..A...G.........G....GC 
‗gi|1304397|gb|U371‘  
..............T.....C...T.AC..A.AT.AAT...TGACT.A..ATTGCTGACAG.GGGCTCATGAAAATATATCATTG
GATAGGCTGCAAT.ATTATCTTGAAGAGACCCTGTAAGGGT.AGCATCACCTGAATAGCCCGCTT
TTAACACGCGTCACCTCC.ATT.ATG.TGAGG..AAGA. 
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Anexo 5 

Haplotipos encontrados en la SSUrDNA de Blastocystis sp. 
 

Subtipo: Haplotipo: 

 3 Hap_1: 5  [Control_1_560pb Control_1 Control_2 Sindrome_4 Sindrome_7] 

 3     Hap_2: 2  [Control_3 Sindrome_8] 

 3 

    Hap_3: 19  [Control_4 Control_5 Control_6 Control_8 Control_9 Control_10 AM118078.1_Dinamarca 
Control_11 Control_12 Sindrome_2 Sindrome_3 Sindrome_5 Sindrome_6 Sindrome_10 
AB070988.1_desconoci AB070992.1_desconoci AB091233.1_Japon_B_h AB091234.1_Japon_B_h 
AB091235.1_Japon_B_h] 

 3     Hap_4: 2  [Control_7 Sindrome_9] 

 3     Hap_5: 1  [Sindrome_1] 

 3     Hap_6: 1  [Sindrome_12] 

 5     Hap_7: 1  [AM117938.1_Dinamarca] 

 6     Hap_8: 1  [AM118079.1_Dinamarca] 

 1 
    Hap_9: 7  [AB023499.1_desconoci AB070989.1_desconoci AB091240.1_Japon_B_h 
AB091241.1_Japon_B_h AY590110.1_dfi_hosp_ AY618266.1_Tailandia U51151.1_16s_nature_] 

 1     Hap_10: 1  [AB023578.1_desconoci] 

 3     Hap_11: 1  [AB070986.1_desconoci] 

 5     Hap_12: 2  [AB070987.1_desconoci AY618265.1_Tailandia] 

 4 
    Hap_13: 5  [AB070990.1_desconoci AB091236.1Japon_B_ho AB091237.1_Japon_B_h   
AF408425.2_Japon_B_h AF408426.2_Japon_B_h] 

 2     Hap_14: 1  [AB070991.1_desconoci] 

 4     Hap_15: 1  [AB091238.1_Japon_B_h] 

 2 
    Hap_16: 5  [AB091239.1_Japon_B_h AY590105.1_dfi_hosp_ AY590106.1_dfi_hosp_ 
AY590107.1_dfi_hosp_ AY590109.1_dfi_hosp_] 

 2     Hap_17: 1  [AF408427.1_Singapur_] 

 1     Hap_18: 1  [AF439782.2_Tailandia] 

 ------     Hap_19: 1  [AF538348.1_Tailandia] 

 6     Hap_20: 2  [AY244619.1_Alemania_ AY244620.1_Alemania_] 

 6     Hap_21: 1  [AY244621.1_Japon_B_h] 

 2     Hap_22: 1  [AY590108.1_dfi_hosp_] 

 2     Hap_23: 2  [FJ809939.1_China_B_h DQ366343.1_China_B_h] 

 2     Hap_24: 2  [EF079872.1_China_B_h EU082109.1_China_B_h] 

 ------     Hap_25: 1  [EF468654.1_China_B_h] 

 ------     Hap_26: 1  [gi|1304397|gb|U37108] (Proteromonas) 
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~ ... ~ (C!'S). 1f>dlrDl.llml!flll! 
",UlZ>dos ........ d!.lgD60u ro <lo ~ ",.. 
_ UN. .... 1IbU01.0:I dool SO"'" • !I.l"",'" Ro-
el."., .... , ... lO ÓI'OCIltoó LI IÓCII"" moII!cuIM <lo 
rNCCIÓII .., .,....... <lo LI ¡KII,,,,... ... (!'eR) ""-' 
01 dugn6o<"" <lo ~",.. LI CILII ", ... UN. 
,"""",ttlI>d <lo lOO"'" Y f",,~ <lo ÓI!U!CI'" <loo.­
<lo 1.lI"' • • _ ... .!OO mg <lo I>ocos .~ 1loIJOdo . 1 
¡KII1mOrfbmo 1J"lÓ''''' di! .... 1""_. co".HIl.>. dob.>I_ su .... "" ,nonóm"". lIIr b 'fU'!" 
rocom"""" _ .. lo ,_. _ lIIr su gónoro. 
."..., BI<utcJo:y>ns I¡>. o " mp\l!ml!oo> romo _ -" 
IdoontUl"u LI ~ <lo ~ ",. ... ~ el.,,,,,, cm Sil, ",W;r .. lIloo IÓCII","", <lo bIotlpI 
_Ll, , dl!tcr1ll1T 'u ,OIOrI6n n~. cm 

IOilCIlI!IlCW di! '''''' l"iJes . """ 
-..: f>r..u ....,..1Z>COIn di! ¡., eom .. ..... 
<lo ~.,, ' <lo 1"" ... lg><1Ón dooI Hosp .. 1 (;oo' .... 1 
DI. Mol".,... CI!.I Gon.z.ill!z ... 11oW . ",ro" "'" 
,1>10> di! r.m.ro <lo.!OO!l . """" <lo lOlO, '" 01 
_'""'" di! G.I"""""~ <lo LI eon.u .. E<­
lom.I. .., 01_ .. ,,,,,06 • ....,""'" • _ .. , 
mlljl!l .. , ....,..... <lo I! ,_, QUI! ¡o ......... "n Sil 

Il d\4flÓ""" <lo!>1I lO "'''' cm """' .. loo <IH-
m. <lo RDnu 111, loo <U.l1os .... -... LI ¡o_ 
el. <lo ... Ioou, o _ .bOOm, ... I . 1 moros Ir" 

di .. por mos . ... loo úlU .... ' ''''' ...... 1'f'!SOIlLIfl,-
do dos <lo ¡., SIgU ...... """""is<IC"': A) . 1 ... 0> 
con LI ~; H) ",mil» ... LI n"""""" di! 

¡., ÓI!pOII<"IOI>OS; C) ",mbo> ... LI """"'""'" .. 
fallU <lo .... I>ocos.' 1m ""' ...... ,_ ... 

""''''1''' _011 ftllD.,. UN. un .. <lo cm!lOl>­
Um"""" Inlonll>do y .. ~ • U" ... 1>10> 
~ 1"" ebm' ... , LI """"""" <lo póII­
poi y 0If" '~"-""""" "'TUC!IlT' Ioo _pul',,,o 
... R!OpOO_ <lo LI ~""""'IOkJg" ,_ ...... So 
.~ • m..,... .......... ,,'-'<LIs. cm h""",, 
ello"" o ron ,inIom.i • • ,.,........ <lo d_ IIOI!-

11 .... "1'" 1 f 11. 00] .. " uk:or. ,,",. mio"" lnI!O¡IOd­
fk:.I. onlormod.ld <loClOOn. _ . .. nl:""" ,.,,,.1 y __ con .. M-""""" pslqULilT"'" 
.. _ . So oI' mln"OII "'"'""'" pocII!nI" cu­
, .. m ..... " . _loo 00 fl>l!fOO """-"wd.I. 1"" 01 
.. n.íllo .. moII!cuLIT o "'"'""'" I"nlCl¡l.l .... 'fU'! no 

_ .. o ~ "",b ..... ne loo ... 1>1.,. colonos­

al¡Mooo o ... n''''''''''' ,u'-' di! _1I>dos <lo 
~ doI.,.-....... ... 1>10>. 

MdIOO ~, _ [)u,,,"" 
el ... 1IIl0> rob_ó¡«o ... !mIÓ UN. m"",,,, 
<lo ' '!JIf-'"'' <lo ... ""'1 colón"" ("""" li¡u .... ) <lo 
. ¡OOJ.,m>d.>. ...... 10 ml ... u .. " . ml" <lo .,.. .. e 
ro ......... LI ClUI f"" 110 ... 01 • • 1 w..-.. _ dln"" 
...... 111 _ m"""" 'o"""' ... .,. 1..0. mUOSl,n 
dooI .. """", .. ¡ro<>!Sol1tlOl 1"1' LI tIl!IlUfIu­
<IÓn <lo bocIon.i' l"IÓII""" "",1lIIo 01 ......... Me 
<roSc>o OYS .... 1-' _ Ullilo) Y Ll Im­
quod.I ,jpo1.¡ <lo R<luv1ru1,l_na IVTKIA, 
Rou-Adooo. _""'X, r"nco). T.m_ .. 
11 .... I0Il • c..oo ",,1>1.,. <OpfOp-'f' ''OJ<Úi*»> 
"""',,"'" LI IÓ<"IC' <lo F.o"" 1"" LI 00""""" 
<lo IllIOl 1"" '_ Ln.i . 1""", dooI ' '!JIf-'"'' <lo 
. ¡OOll'm>d.>. ....... I.' ml .. COIIS«VÓ",~ 
<IÓn • . lO"C 1"" su _ . 11>1 .... moII!ruLIT. 
Ide<w ,~xn. <lo ~ 11'- por !'eR. 

1..0 om>OClón <lo DNA _ 1 ..... 1 .. """" • 
",ro ... bI¡o'''''''''' _ dln """""' <lo LI""", 
<lo c>d..i ' opIr-"'" <lo I>ocos. F. " oIm ... "" llZÓoI 
• ... I!I!U COIIIIO'CLlI Pu.....".. DNA .... "~..,"'" 
.""", c.n . IIIl' ...... k. (Gor< .. s,"'!III>; AIom .. 
" ... ). Us om >CCl<n!o lO .... bz..l1OII <lo """00 • .... '""""'nc.c ..... dooI~. D d~"" 
_ "',<loBl<utcJo:y>ns .. _ . c_ por modo> 
<lo uo PCR .. llIz..ollllo bI ~_ os¡>I!CiII­
roo d"""""" por 51 .... _ Y cd.ioc.---"." bI 
cUoIIoo ""1'1"",",0 un f,_ <lo no 1"' " <lo 
"'"'" (pb) <lo Ll1Ubun01.o:l ¡>I!(pJO(I.I do! RNA ,_ 
." ... 1 (SSIJrIlNA) <lo ~ 11'- 1m prndu,,,,,. 
. mpi'nc.ooo f"""" "'W1bz>do1 ... --..--.. .. 
"""z.ocw..JI .., goIo> <lo '11'''''' ' L""', pul1flc>­
dos 1"1' sor . ... 1''''''''' _"""""'" _ ... "'" 
su _ por l1li 1"00_ oomorcLIl 

MdIOO _"": So ",!ruló uo " ... no <lo 
mil . . ... <lo 6.l 1"1"I1CI¡I.I_. UIlbz..lllllo .. ¡oogr .. 
m.fl1m<ro(~"rons_ .. 1lIIo _ .. un 
... 1>1'" dl!tcrl]l<''''' 1"1' "",""" ... , LI ]R\"loncLJ 
<lo un.....,.., .. !ud. ron u ... frl!<UI!IICLI""",,, 
d.I <lo 110"'" <lo poruda .. <lo BWtoc)oru. 95"'" <lo 
-"" <lo """"" Y un orror <lo lO""' . So l.J.UIZII 
"""",;" . ,, doJcrl]l<'.' "¡O~ ... """"'"""', 
"""' ... y """'U<1ón .. ú nd.l, (DE) . FJ . n.ítn .. R­
~"" .. """'fUl'I ' 1"1"111 <lo un ' l¡Jnmo 
<lo .~~ (_m"""" di! ,"""""". 
m .. coreo ..... ) ..... b"OO ron" 1'tIS' . ... ~~ 
.... "'" • . 0." Pu • ...., . nJ.U .... ... _ .. HdI· 
yorm '"""""'-'" <lo BI<utcJo:y>ns 11'- <lo porudof .. 

, 
! 
I 
• , 
• • , 

~ ... ~ (Cl'S]. 1f>il1<'tlCl.ll_ 
.. UIL><klI ..... 1'1 d!.IgI>IRrn do ~ '1'-. 
potO<'<I un. "",~bU>1.>:I do! SO"" • &l"" u Ro­
,-.. .. dooaIbIó LI 1ÓcII"" moIocuw do 
,OOCn1OI "" <.rdon.r do LI poIlm<!r . .. (PCII] p.If' 

01 d~ do ~ '1'-. LI crW ", ... Ull.l 

ospocIftlI>iI do lOO"" ,I ... ~ dodoton ... """-
do l.lpo,inoo .. lOO mg do hoceo.D 1lobido.1 
poIlrDO<fbmo p<lÓ<"" do .... poT'_. rorIIlrW <Iob>r_ "' .... "" 1HOOIÍm.". por b _ .. 
"""""..00.. "", .. lo ,_. _ por "'.......,. 
romo IIIU""""" 'P. a . lmplocr>or\<o cr-. _ -" .-
IMIr.UI"" LI 1""""':1' do ~(f '1'- ... ~ 
,_ 00Il Sil, ... WuokI tócnlUs do ~ 
moIoruLIr , _~ 'u ,--.lo n~. 00II 

"""""",,, do .. ..,. poUeo. 

. "'"" 
-..: """"" ...... 1ZICIIln do W Com!> ..... 
do &"" y do '''''"",*",,", do! 1IDop'" Goonor. 1 
Dr. M.mooI Go.I Goru.iloz. 1011oW . uba 01 ... 
,ud., do _ do lOOII . 0III!ItI do lOlO, al 01 
...-VICO> do Gn<1tIO<ll'"'*JSlo do 1.1 eomulLl Ex­
l«n.I. .., 01_ ,,'nvlÓ • ....,~ • _ .. , m_o ""p" do I! ,_, quo 1" ........ ,," Sil 
fl~'" do Sil lO !lOm ron b.u< '"' loo en .. 
n"" do lIDnu 111. loo ru.olt!> .... _ ... LI 1" ...... 
el. do m.lIo>u, a dolor ._, .. 1 . 1"""", trOJ 

di .. por 1IlOI. "" loo Ú"'..,., ......... 1"0S<flLI/l­
do 00. do W "l""""" <..Ir>nl'rÚro:,,: A] . 1,.., 
roo LI ~, R] <MIlbtl ... Lllrl'<UOOCl.l do 
W Ói!pll ......... , q umb., "" LI ~ .. D 
IeoIl1l do ... """'.' 1m poclOrllol IIlU!IW.Odoo ... 
pm ..... ' ...""..."" ft,m..- u ... CMl.I do <m>OIl­,1m",,"" lIIlorm>do , .. _Im>n • un ... udo> 
rob.......ópw po" 011." .. , LI """"""" do póII-
poi y 0Il'" .~ .. """"" OIIIUClUl.Ioo _ puI .... n 
... ~_do LI .. .........,q .. ,_ ...... So 
.~ • _ .. I!IDbIru..dH. 00Il h""" .. 

ctlno:. o "'" "'"""'" 'ug«l!flIl!I do d""""" me­
H . ... "'XI 1 Y 11. ooilU! uk:."",, mio"" lnO>¡IOd­
!IeI. onlormod>il do croon. _ ... n;gr.ldo 
"",,, Y _ roo ............. ".~ 
.. _ So oI'mllLlrnn ..,...,... ~ .. ro­
'u .......... """loo no Il>IroII """-"">iIIo po" 01 
. n.lllol> """",,"W a """""" PO"""I"""" quo no 

_ .. """""'" .... Uzo ... loo .. ud ... ~ 

<Ó!*'" a ..... 100 .... '" 'u """'" do..,. <I>do< do 
~ do!"....,... ... ud.,. 

An.lI"" ~ , ~ Dur. ".. 
01 • • ">1,, rob_ ......... lO tomó UIU m_" 
do 1>¡JIr.ldo do ... """ rnIón." (1Iocos Ik¡u>l .. ] do 
.l"wll1>ll.o ...... ID ml ... UD.l ".mpo do pII"" 
00 ......... 1.1 ClUI , ... 11001<1.1 , l lbJrAOflo diorn 

..... Al pmc«.Im lOrllo ,""""""'- 1.1. OUI.'''''' 
do! .. pIf>ila .. _roo 1"" 1.1 >IonrtfICI-

aén do -... ~ ""_ 01 "'...". M" 
~n .,..... (_ , Ro\no Unido] , L11ili­
quod.J rjpU.J do R<IuvIruI/AdonovIruo (VIKJA. 
Ilou-Adom. _ , ruInO). T.rnblón lO 
IIoo.rnn • <..lIJo ""ud.,. ~ ... ora\¡o<", 
mod""", 1.1 lÓcno:. "" F.o .. , po" LI Wrquod.J 
do ""'" , ........... IN . 1"""" do! .. pIf~ do 
. 1"0lJ1IUoI1>. ....... l.' rnl lO COIU«\'Ó al roogoII-
CIÓIl • . lO'C po" '" _ . n.l"''' moIoaILIr • 
Idonr~ do ~ !jl. par !'Ca. 

1.1 .",.roón do UNA """1 .... 1 .. _ • 
C'OO ... loo pr\ml!roI_ dlB doo¡u!o do 1.1.,.... 

<lo c>iI.I """"'" do """'. P .... oIn .. ",,1Izó 01 ....om.> ~ ~ IINA ,.....!IbrIoo 
' }'HO<II coI1 ,,'" , ...... ~. (Gont" ;;.¡ ....... , Alomo-
."l r.... .. ,,,ro,,, ......... hz.lron <lo """,,<la • 
W ospocIfI<.&"IonoI <101 "..,.-. Il d~rn 
moIoruLl, do-,.," .. _ . c.ro par 0l0<I., 
do uo PCR .. UIZI_loo a!"ogOnD<loóddoo "'II"dII­
roo d"""""" por StonoYDkl, _bor_ ... · 1oo 

ell.lloo .... "!IIbo un 'f~ do no p.r'" do 
"..., (pb] do LI JUbun..ud po<pJOII.I <101 RNA.­

l<lIIUI (SSI/rIlNA] do ~I> '" 1m """',.", .. 
. mpimc.loo '''''''''' m",lIZIOOI ... oIo<:Irof<rosI> """""",1.., goIoo do _. LS "" , purttIcI­

doo 1I'l . ... ..... U.- _"""""'" _,,"'" 
IU """"""'" por lID ,"0._ ".".,,:LI.l. 

AndIl!t! <SIlldlma>: So ,licuO> uo .......,., do 
....... " do &1 p.r" ..... _. UIlhz.l_ el _ o­... fl1In<.-.,~ Ucom_1IlIlo _"UD 
""ud .. ~I .. ¡1M' "",,","' ... r LI ".... 1on<I.I 
<lo u • ......,.., ..rud. <IIIl u .. IrvcllOlr!l .. poro­

'" do 11(1" do ~ .. do III<utocy3IIf. 9S"" do 
-" do pruob.J , un OIl'" do lO"". So lJ.UIZI'I """'Í>IIc. """"""v •• ~ ... ~. 
0l0<I,, Y """'''''''''' .... ..u, (DE), FJ .n.l"'1> JI­
Iogr>nór'" lO """'1UlÓ • po" " do un • ...,.., 
do .'I<I¡¡f<bor_ ('&'-"" ..... <lo ............. 
mio corc ..... ) ..... HZIdo ron 01 __ ' m.I ""&1 
..min • . 0." P". """ .....,,,... lIIIIbIÓ<I .. ,nm.­
ywm """"""'" "" ~ '" do por_ 

, 
~ • , 
, 
• • 
" 
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1 
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m,,,",,,,.,..1n SH (ron_l . uI romo ... . 3_ 
n . !n<l .. do LI SSU1JNA do BWtcJo:ys/Is, _ .... 

doI GmlIanl (ww,,_ndJI .n lm . nlhp~'" 

.. , .. ",n .. do! .... _. '''''"' nú"""", do >«»00 

1 " ........... ,," ... J¡ T. bLJ l . Como ~ 
.. oomo .... '10m u ... """"""'" <lo ~ 

s.. 'OC<Ip<Jr' ''''' 6.l _ con Sil 11 -.ro.. 
1 51 ....,... .. cuy, mod .. <Io..ud [",, 4' .6 ± ¡,., 
. _ El ... ud'" cdu' " .', ... _ _ <1m> 

(8"1 ¡n!A'fW"" póIt¡Joo, ""' ... (MIO) ,,,,,,",,,,, 
onI<rnIodJd d,,""IruIlo, Y bI S6 """' ..... (116""1 
'UYl«oo """Udos.., ..... """'" nrorulol. Roo­
poao . bI Uq>oo _ <lo! SoIl' .. .-.tuI 
..... 01 .... """-Juool.- . """""m ..... 
(64"1. ~ <Iodlm", (~") y 01 m .... (ll"l 

1.>. m""", .. do! ' ''''-.00 1'1" LI _!lb­
"'" <lo Ncoon.i. """""100 _ ._ mil 
lo., Lo ...., ........ fT""""",~. sosu .... iIo K!tfJ­
_~Y _.IJ" .. n~, .. 
Idorntflcóun ,;no"", ~ ~ "'- L> 
búo<p.II!d.I fj¡!o1.¡ <lo Rouvlrul/MooovIru. rn <lo­
<K>Ó n,-.¡ún <.n .. 000 ..... ,._kM_. '- 00-

,ud.,. _,;uOOSd>plros mod"' ... Lo "",,>0, 
110 F..,., """' .. ,,'" un p<JfUIIof ron f.nt~ 
/tI1dyIJcWf: dI!¡>u, . .. ro con fAIoIIm<u """"-

fl . " I!>IS <lo PCR 1DOSIfÓ<pJO 16 (;as ",,) lo .... "" 
porudo<es Ól'1IalIoc¡o!;ru. _loo port.>bes <lo 
BI<utc>:)oItJ ~TOII oobIos<DpW ....... 101 
E'.Il U ~u .. 1 .. """ ..... m h.ill.lzp rnt.TolOO-
lógicos do kJo f.! __ .... En todn \ .. IIIUOSI'" 
pool"'" por PCR ¡W' lIWIoc¡oIm IP- .. "bUM> 
"n.,¡ b.I"¡'¡ ún"" <Io,lO 1'1'" <lo _ (Ilpr. l l 
El . .. u ... nq;móuco _Té Lo tJrmocIórl <10_ 
IOrong_""" o _ os. on mquo L1""1'O­
'ú do LI. """"""'" """'"" .... .., """",",,ron 
"" un d.í ........ """ umtllón ''''''SJ"Ó • .,.,. . .. 01 
<lo .llpón. DI .. ",."" 1 . IguNl • ......"..,.,.. "Il" 
"'.., no f"" 00:u1DOllUOO. con 1.11 cw.1o'I hubo 
""" tIonUiI>d N97lI.. S<*> <loo ""","""", do .... 
""""" ron Sil .. congIOgoIron on O<ro dú .... "". 
<..JOO. 01 "",1 oo~~ do",.,. p.lM 
El """ do In _ '" >gruIIoI"" ... loo .. roo 
<1"'" cllilm!s lF1!u .. l l· . """'" 
NU."rou_<lom"""" _~ IP-"" 
1doaI'ft:.oo.., ¡,,, do loo ___ ron Sil ...... 
d_ Y fuo 01 p.¡r"",, mn f""""""",, .... 
..... ,...., m"",,,,, ..... 

rn 01 _ If_ lO ........ ..-00 .... 

""""" coo Son .......... c .. , do >:l • t.wr do 
W ...,...... ron un 1'I"<dom'OIO'" 01 .uIJ<'P<> ron 

--,_._ ... _ . .,_ ........... __ ... __ ._ ......... -

I 

¡ 
I • , 
I • 
J 
¡ 
J 
! 
1 • 
1 

"' ... " ..... lID SIl (ror:I_l .... <mIO do ~l .... 
o"""'" <Io1.J SSlklJNA do B/astao:yI<tIs, ~ 
do! Gm8anl (w ..... .nd>..nlm. n1h..-/pubmodIJ do 
lO'" ""no. tIoi .... _. CU)'lIIIIIÍmoroII do ;orQOO 

'<rWO" _"" ... I.J T. bLJ l . Como ~ 
.... ,"" .. UlIllzD U"" SO<UO<I<U do~_ 

So ln<'<O"por .. "" 6.l .,...... ..... roo SI! I I !»mIRo 
Y 51 .......... CU\'. mod .. do _ roo 4' .6 ± 15.1 
• fIDS. El ",,0>1., roIu~ .- ..... <1!n1 

(8"1 ¡noont.oron pé(tpos. nLI"" (61'l ,"""""" 
~ ~MnIn.IIl.r , '" S6 """' .... (86"'] 
<U'l1<IOO """UIO! 0Il "",imornJo D<rnWoI. Roo­
poao • loo Uqoo _ <lo! !>IV .. """1M _01 .... ...."....,.,.,01.-. """"".11., .. 
¡r..",). ~dod"lTBI (M"'), .. m' .. , (Il"'). 

lA 1II1IOO<r .. do! _.00 p.I" I.J _1Ib­
CÓI do bocIo!rU> IIOlI.roo _ ._ <dJ 

,.., lo> ............... """"""'. oogtJ.u ... lIJtb­

- ~ y -.....- "" omb<rW> . .. 
..... ttIcó UD <nO C<JIl ~ ¡l/ll!7l"fJlhl "- u 
~ ,;i¡Jo1.¡ do ltouvIru!I-'ru. m <lo-
..... 6 n'~" "" .. ""' .... , , ____ ..... Wo 00-

,ud ... _" .. ~ mod" ... Lo IÓrnto 
do F .... ' _ .. ,,'" un poruiIor 00II ¡;"",~ 
1Itltd¡oIla¡I!: dU¡nr Y . .. ro 00II ~""""-

D .... 1"" do PCR 1DOSIfÓ_ 16 (z.; ""J r .... "" 
~ <Io!ll4Jloc¡ott.< _loo porudoIos do 
~ .. ¡noomIrno ~ ... "",Ioo 
EIl .. ~ .. I lO """ ..... m h.i1l.'P mlcr<lbtl-
lógIroo do 1<>1 6.! """"" ... En lOdn 1 .. mUOllI .. 

""" ..... IIIlII'CR p.D' lIhIIl>:¡oru '''- .. """"'" 
UIU b.I",,-, ún"" do 310 1""" do _ (~" .. l l. 
El .... il .... n~"" _ro LI kJrmocOIn do_ 
"oong_.oos D _ ... .., bs 'fU' LI ",;ryo-

rI.o do kn """"""'" .... tI ....... """","f' rno 
"" un cIti ...... el cwl .. rnbliln "-0 .. .,.,. . ..... 
do J.lpón. DI .. "",,,,,, Y . lgullol. 1OCI>I!Iri>1 ru¡o 
orwo 110 ¡IlO ~1IIODJoIIo. ron ¡", cwtioo lUlo 
UIU 1<Ioni>i1>d N97""_ 5<*> 00. """"""" do .... 
"""'" ron Sil .. ~ on OlIO _ ""_ 
<.1m." cwl ..,~~ do .. "" ""No. 
El....., do Lo> ""-""IrI.I, .. _"'" "" "" .. roo 
CI"", cm.-. fR!ur. l ). . """" 
S"""ro,,_dom.-.. _~ IP- "'" 
..... 1llc>Olo "" ¡,,,, ~ lo> ___ roo Sil ... 00-

d..oo. y "'" o! ..... _ ..w IR!ruO ....... OD-

""", .... ." ""',.,. ...... r.n .. .,.....".. ,,_ lO 1n<a¡KI;¡roo .... 

""""" con !>II .......... < .. , do U • ¡ .. ti( do 
.... -. ron un "'odomlnlO ..... '''''''po ron 

._,_._ .. _ . .,_ ............. __ ... __ ._ ........... -

"' _ _ ""-,.._~"'" I 
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..... ,._ ... - _ ...... -_ ..... _._. __ .. -_ ... -
• 
• 

1= • • • • 

~ __ UD " _ .. ,........, ........... 
~ ... MhI<D _IÓ .,.. JM""'ClIIo <111 
m ...... ,_ .. <DIl SIl ... ¡:I. <DI. [ll'!<kDm .. 

dol .. bllpO mIDO togIDkI dol_ .. _' l..> 
~do'" ~_ O<D.ü.,...........p.dol 
SIl ...... riJI "'" _ un l'"«kmnI .. dol filo>­
ro _"",' Es l'"_ ~ 11 .uu. f .............. 
......... , ......... ro_ .... Ur.> .. , .. _ 
~ "" di por úa<n, "'rúllOCOll do _ 
!:ID<lrcmo. !lD\(J UIIIblI!o • _ """""-'111m ..... 
e<m<J .. hi1I do>crl<J lO"'" "ibo/"' ... ... "'" 
...... riJI "", ... _ .. puodon ... mm<JII)JH-
~_. JWlIruWmoII ........ __ .. 

llI!w!II. c.oo procod_ ~." 
FlI _ro ~_ ..-.. .. -aó "'" 

11 mq¡rI.o ... 11. ~ Il1<0',,,, 1I<nIWos. 
.. CII.Il~.I..,..do ... __ por a..n, 
_ bor_." """"'" ~udmoo • '19_~ 
WaI ....." [>aI_' ... lL!stt¡oru, CIIJa_ "'_f ... ",I.l ~ lo.:l ..... J ...... q .. _r;a-
roo"", 1,'Ib .. _~Jl'll _lku .... 

Aunquo."""", ... _ -..J.on o B!iJs!lqs­

'" amo " '1"""_ dol SIl"' ....... [>lpol poOl.­
P""' lÚJI IDIII_ ... ~'."'''''' Un ~_ <111 
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