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RESUMEN  

Giardia intestinalis y Blastocystis sp. son dos de los protistas intestinales más prevalentes en 

heces humanas de nuestro entorno. Ambos presentan una elevada diversidad genética, con 

diferentes variantes capaces de colonizar o infectar al ser humano, expresadas como subtipos y 

alelos para Blastocystis sp., y como genotipos y subgenotipos para G. intestinalis. La implicación 

de estas variantes genéticas en el desarrollo de la clínica en humanos sigue siendo foco de 

discrepancias, especialmente en el caso de Blastocystis sp. Ambos protistas se aíslan en una 

gran proporción de individuos asintomáticos que actúan como portadores, además, los factores 

de virulencia de Blastocystis sp. se encuentran por definir, por lo que su rol patogénico sigue en 

estudio, con la necesidad de establecer qué factores son los implicados en el desarrollo de 

sintomatología.  

En el presente estudio, se ha llevado a cabo un análisis de prevalencia y la caracterización 

molecular de G. intestinalis y Blastocystis sp. en pacientes, tanto sintomáticos como 

asintomáticos, del departamento de salud del H.U.P. La Fe, con el fin de esclarecer la frecuencia 

de aparición de estos protistas y sus variantes genéticas en nuestro medio, además de ayudar a 

entender su transmisión y virulencia. Para ello, se emplearon muestras fecales recibidas en el 

laboratorio de Microbiología y Parasitología del hospital para estudio parasitológico entre el 1 de 

junio de 2017 y el 30 de agosto de 2019, con la identificación mediante microscopía óptica y los 

consiguientes métodos moleculares, basados en técnicas de PCR a tiempo real (qPCR) y PCR 

convencionales según el protista a estudio, y de secuenciación mediante método Sanger, para 

realizar la caracterización molecular. 

Se analizaron un total de 8437 muestras de heces correspondientes a 6987 pacientes y 7361 

episodios clínicos, documentándose una prevalencia de 6,4% (470/7361) para Blastocystis sp. y 

de 2,8% (203/7361) para G. intestinalis. En cuanto a la diversidad genética, se reportaron hasta 7 

subtipos diferentes de Blastocystis sp. (ST1 [34,2%], ST2, ST4 [ambos 18,4%], ST3 [16,4%], ST6 

[10,5%], ST7 [1,3%] y ST8 [0,7%]) y diferentes alelos dentro de cada subtipo, algunos aislados por 

primera vez en nuestro país en humanos (Alelo 92 de ST4). En cuanto a G. intestinalis, se 

obtuvieron hasta 5 subgenotipos distintos (BIV [44,0%], AII [20,0%], BIII [10,0%], B sin 

subgenotipo asociado [16,0%], BIII/BIV [6,0%], AI [2,0%] y AII/AIII [2,0%]) con una elevada 

hipervariabilidad genética en las secuencias del genotipo B. Además, se encontraron diferentes 

mutaciones no sinónimas que podrían afectar a la estructura proteica final derivada de la 

traducción de los genes a estudio.  



 
 

Se consiguieron establecer asociaciones clínico-epidemiológicas con el subtipo o subgenotipo, 

según el caso. La edad parece jugar un papel importante en la incidencia de ambos protistas, 

siendo más frecuente Blastocystis sp. en adultos y G. intestinalis en niños/as; además, se 

observaron diferencias estadísticas entre la presencia de determinados subtipos y subgenotipos 

según la edad, lo que sugiere diferencias de factores ambientales y del propio paciente (como la 

microbiota o respuesta inmunitaria) que favorecen la adquisición o proliferación de un 

determinado subtipo o subgenotipo. La migración y movilidad internacional podría ser clave en 

la introducción y transmisión de nuevas variantes genéticas en nuestro entorno, identificándose 

el subtipo ST3 de Blastocystis sp. y el subgenotipo BIII de G. intestinalis como posiblemente 

importados a nuestro Área de Salud, mientras que el subtipo ST4 y los subgenotipos AII y BIV 

parecen estar fuertemente arraigados y establecidos en la población local.  

En cuanto a la clínica, la diarrea y el dolor abdominal fueron los síntomas principalmente 

reportados, tanto en los pacientes con Blastocystis sp., como con G. intestinalis. No se encontró 

relación entre el subtipo o subgenotipo y la presencia de sintomatología, observándose una 

proporción similar de pacientes sintomáticos y asintomáticos con cada uno de ellos. Este 

resultado refuerza las hipótesis recientes que sustentan que el desarrollo de síntomas tras la 

colonización se debe a un proceso multifactorial, en el que intervienen características del 

protista, del hospedador y del entorno intestinal, con interacciones complejas entre ellos. Por 

otro lado, se observó un elevado número de pacientes inmunodeprimidos y asintomáticos 

colonizados por Blastocystis sp., con una elevada frecuencia del subtipo ST6 en estos pacientes, 

lo que muestra el carácter comensal de Blastocystis sp. reportado por otros autores, con 

estudios que señalan su capacidad de permanecer como parte de la microbiota durante largos 

periodos de tiempo, sin causar enfermedad. Estos datos no se obtuvieron en el estudio de G. 

intestinalis, donde se observó una proporción ligeramente superior de pacientes sintomáticos 

en la población inmunodeprimida con respecto a la inmunocompetente, aunque sin diferencias 

significativas entre ambos grupos.  

Nuestros resultados aportan un avance en la comprensión de la distribución de ambos protistas 

intestinales y sus variantes genéticas en población clínica de Valencia, además de determinar la 

relevancia de diferentes factores epidemiológicos en su prevalencia y la repercusión de la 

diversidad genética en la clínica en humanos. Sería de especial relevancia realizar nuevos 

estudios con un mayor tamaño muestral, más representativo de la población general, incluyendo 

grupos control, y con la incorporación de nuevas técnicas diagnósticas y de caracterización 



 
 

molecular, para conseguir conclusiones más firmes sobre factores de riesgo, diversidad genética 

y patogenicidad de Blastocystis sp. y G. intestinalis. 

PALABRAS CLAVE:  Blastocystis sp.; Giardia intestinalis; protistas intestinales; 

caracterización molecular; sintomatología; Valencia. 
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1.1. BLASTOCYSTIS SP. 

1.1.1. Descripción histórica, taxonomía y filogenia 

Blastocystis sp. es un eucariota unicelular cuyas primeras imágenes datan del año 1849, 

tomadas en una epidemia de cólera (Swayne, 1849; Salinas & Gonzáles, 2007). Las primeras 

descripciones se dieron en el inicio de la década de 1910, con su primera identificación en el año 

1911 por Alexeieff (Alexeieff, 1911), quien lo clasificó erróneamente como una levadura debido a 

su apariencia similar en los preparados en frescos al microscopio y la carencia de movilidad, 

nombrándolo como Blastocystis enterocola. Un año después, Brumpt evidenció la presencia de 

Blastocystis sp. en heces humanas y asignó el término Blastocystis hominis para describir a los 

organismos que colonizaban a los humanos, continuando con la creencia de que se trataba de 

una levadura inocua (Brumpt, 1912). Ya en 1967, Zierdt, basándose en las características 

morfológicas, fisiológicas y de cultivo de Blastocystis sp., propone su reclasificación de levadura 

a protozoo, agrupándolo en el reino Protista, subreino Protozoa y filo Sarcomastigophora, 

además de establecer su posible relación con la clínica, comenzando a postularlo como 

potencialmente patógeno (Zierdt et al., 1967).  

Su clasificación como protozoo fue sustentada por diversos autores a lo largo de varios años 

debido a diferentes características morfológicas que son compatibles con estos organismos, 

como la presencia de uno o más núcleos, aparato de Golgi, retículo endoplasmático y orgánulos 

similares a las mitocondrias que están implicados en múltiples vías metabólicas. Su 

diferenciación con las levaduras se basó en la ausencia de crecimiento en distintos medios de 

cultivo de hongos, además de demostrar resistencia frente a distintos antifúngicos, pero 

susceptibilidad a antiprotozoarios (Dunn & Boreham, 1991; Boreham & Stenzel, 1993a; Zierdt et 

al., 1995). 

En el año 1996, cuando se realizaron los primeros análisis moleculares del gen de la subunidad 

menor del ARN ribosomal (ssu ADNr), Blastocystis sp. dejó de ser identificado como un protozoo, 

pasando a reclasificarse en el reino Chromista y filo Stramenopiles (Silberman et al., 1996; Arisue 

et al., 2002). Se considera el único Stramenopiles capaz de colonizar el lumen gastrointestinal 

del ser humano (Falcone et al., 2023). 

Posteriormente, en 2007, su nomenclatura se modificó, quedando obsoleto el término 

Blastocystis hominis y aceptándose como Blastocystis sp., recibiendo la misma denominación 

todas las especies del género Blastocystis, independientemente de su hospedador. Debido a 
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que Blastocystis sp. posee una amplia diversidad genética, la diferenciación de unos organismos 

de otros se basa en la terminología “subtipos” (ST), nomenclatura válida exclusivamente para los 

aislados de aves y mamíferos (Salinas & Gonzáles, 2007; Stensvold et al., 2007b).  

Actualmente, Blastocystis sp. se considera un organismo unicelular anaeróbico cuya taxonomía 

y clasificación se establece de la siguiente forma (Adl et al., 2019; Stensvold et al., 2020): 

• Reino: Protista, Chromista 

• Supergrupo: SAR (Harosa) (Stramenopiles, Alveolates y Rhizaria) 

• Filo: Stramenopiles 

• Clase: Bigyra 

• Orden: Opalinata 

• Familia: Bastocystidae 

• Género: Blastocystis 

• Especies: no aplica  

La relación evolutiva de Blastocystis sp. con los diferentes Eucariotas se muestra en la Figura 1. 

 

Figura 1. Árbol filogenético global de eucariotas (Burki, 2014). 
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El filo Stramenopiles es un grupo diverso que abarca organismos fotosintéticos unicelulares 

como las diatomeas, pluricelulares como las algas pardas, y heterótrofos, incluidos parásitos 

como los oomicetos. Filogenéticamente, comparte el supergrupo SAR con el filo Rhizaria, que 

incluye foraminíferos y protozoos de vida libre, y el filo Alveolata, integrado por dinoflagelados, 

ciliados y endoparásitos del grupo Apicomplexa, como los coccidios y Plasmodium, patógenos 

humanos (Adl et al., 2012; Burki, 2014).  

1.1.2. Ciclo biológico y mecanismos de transmisión 

Hoy en día, todavía no existe consenso sobre el ciclo biológico de Blastocystis sp. A pesar de que 

se han descrito al menos seis etapas del ciclo de vida de este eucariota en heces y cultivos 

(formas vacuolares, granulares, multivacuolares, avacuolares, ameboides y quísticas) (Stenzel 

& Boreham, 1996), todavía no se conoce con certeza cuál es la forma infectiva y qué papel 

desempeña cada una de ellas.  

A lo largo de los años se han postulado diversos modos de replicación de Blastocystis sp. tales 

como gemación, plasmotomía, esquizogonia, endodiogenia y fisión binaria (Zierdt, 1991; Singh 

et al., 1995; Stenzel & Boreham, 1996; Govind et al., 2002). Sin embargo, de todos ellos, la fisión 

binaria es el proceso de división que más adeptos presenta, ya que es el único claramente 

demostrable (Tan, 2004). Varios autores sugieren que la forma quística es su forma infectiva 

(Dunn et al., 1989; Stenzel & Boreham, 1991; Suresh et al., 1993; Singh et al., 1995; Tan, 2004), la 

cual se ingiere, se desenquista por los jugos gástricos y evoluciona en el intestino grueso a las 

formas vacuolares que se reproducen por fisión binaria (Tan, 2008; Centro para el Control y 

Prevención de Enfermedades [CDC], 2019). Posteriormente, antes de ser emitidas al medio 

exterior por las heces, estas formas vacuolares son capaces de volver a formar quistes como 

formas de resistencia (Tan, 2008; CDC, 2019); por consiguiente, en heces encontramos 

predominantemente formas vacuolares y quísticas. Por otro lado, la transición de la forma 

vacuolar a los otros estadios, todavía no se comprende con precisión. Algunos autores atribuyen 

a la forma ameboide el rol patogénico de Blastocystis sp., asociando su presencia al desarrollo 

de la sintomatología (Rajamanikam & Govind, 2013; Del Coco et al., 2017; Bahrami et al., 2019), 

aunque todavía no existe un consenso firme al respecto.  

En la Figura 2, se muestra una representación esquemática del proceso de transmisión de 

Blastocystis sp. junto con sus formas predominantes. Como también queda reflejado en esta 

figura, el principal mecanismo de transmisión de Blastocystis sp. es por vía fecal-oral 

(Wawrzyniak et al., 2013), principalmente indirecta, a través del consumo de alimentos y agua 
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contaminadas con quistes. Existen numerosos artículos que demuestran la presencia de 

Blastocystis sp. en agua de diferentes procedencias (lagos, ríos, aguas residuales… etc.) y en 

frutas y verduras (Noradilah et al., 2017; Maritz et al., 2019; Adamska, 2020; Li et al., 2020; 

Moreno-Mesonero et al., 2022; Bourli et al., 2023; Barrett et al., 2024; Moreno-Mesonero et al., 

2024); la ingesta de estos alimentos y de agua no tratada se considera un potencial factor de 

riesgo para la colonización por Blastocystis sp. (Anuar et al., 2013; Attah et al., 2022). Tal es así 

que la Organización Mundial de la Salud (OMS) ha incorporado a este protista en sus Directrices 

de Calidad del agua potable, remarcando la necesidad del empleo de medios granulares para 

filtrar el agua, debido al pequeño diámetro de los quistes fecales de Blastocystis sp. (2 a 10 µm), 

además de informar acerca de su relativa resistencia a la cloración (Organización Mundial de la 

Salud [OMS], 2017).   

 

Figura 2. Fases emitidas en heces y posibles formas infectantes propuestas entre las principales 

formas morfológicas descritas de Blastocystis sp. (CDC, 2019). 
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Por otro lado, Blastocystis sp. es un protista intestinal que se presenta en una amplia variedad 

de hospedadores, actuando diversos animales como reservorios, lo que demuestra el potencial 

zoonótico de este microorganismo (Skotarczak, 2018). La existencia de transmisión entre 

humanos y otras especies se ha visto reforzada por la mayor incidencia de Blastocystis sp. en 

personas en contacto con animales, en comparación con aquellos que no lo tienen (Rajah et al., 

1999; Stensvold et al., 2009c; Parkar et al., 2010; Wang et al., 2014b). Además, estudios 

moleculares han identificado aislados genéticamente similares presentes tanto en humanos 

como en animales (Bahrami et al., 2020). En ocasiones, incluso se han observado procesos de 

transmisión inversa, de humanos a animales, lo que demuestra la gran circulación y 

adaptabilidad del protista a diferentes especies (Stensvold et al., 2009c; Köster et al., 2022). 

Otras vías de transmisión menos estudiadas son la transferencia persona-persona directa por 

higiene inadecuada (Yoshikawa et al., 2000; Del Coco et al., 2017), o a partir de trasplantes de 

microbiota fecal, existiendo bibliografía que demuestra la colonización intestinal por 

Blastocystis sp. en receptores (Terveer et al., 2020).  A pesar de que no se ha evidenciado la 

aparición de sintomatología gastrointestinal, ni efecto significativo en los resultados del 

trasplante tras la adquisición de este protista, la guía Europea de Consenso de Trasplante de 

Heces recomienda la búsqueda previa de protistas intestinales y clasifica la presencia de 

Blastocystis sp. como posible causa de rechazo (Cammarota et al., 2017). Esta decisión ha sido 

cuestionada por diferentes autores que apuntan la asociación de Blastocystis sp.  con una mayor 

riqueza y diversidad de microbiota, por lo que no consideran que deba influir negativamente en 

esta práctica (Tito et al., 2019; Piperni et al., 2024). 

Por último, el aislamiento y la capacidad de supervivencia de Blastocystis sp. en suelos y materia 

orgánica, sabiendo que los quistes son capaces de sobrevivir durante un mes a temperatura 

ambiente (Del Coco et al., 2017), también plantea otras posibles rutas desconocidas de 

transmisión (Jinatham et al., 2021; Ruang-Areerate et al., 2021; Villanueva-Lizama et al., 2024). 

1.1.3. Morfología 

Blastocystis sp. es un protista polimorfo que puede adoptar diversas morfologías tanto in vitro 

como in vivo, las cuales difieren entre sí en forma y en tamaño. Principalmente se han descrito 

cuatro formas de Blastocystis sp.: vacuolar, granular, ameboide y quística, siendo la primera la 

más frecuentemente observada, tanto en cultivos como en muestras de heces (Tan, 2008; Del 

Coco et al., 2017). 
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1.1.3.1. Forma vacuolar 

Ya en 1967, Zierdt y colaboradores definieron esta forma mediante microscopía óptica (Zierdt et 

al., 1967), siendo, hasta el momento, considerada como la forma “típica” y característica de 

Blastocystis sp. 

Se han descrito tamaños que oscilan entre 2 y 200 µm (Boreham & Stenzel, 1993a), pero su 

diámetro medio suele encontrarse entre 4 y 15 µm (Stenzel & Boreham, 1996). Esta forma se 

caracteriza por la presencia de una gran vacuola central que ocupa aproximadamente el 90% del 

volumen total de la célula, y que contiene hidratos de carbono o lípidos con funciones de reserva, 

aunque se desconoce la función específica de esta vacuola (Boreham & Stenzel, 1993a; Tan, 

2008; Del Coco et al., 2017) (Figura 3). El citoplasma y los orgánulos quedan relegados a un borde 

periférico delgado, cuya cromatina se suele engrosar donde se ubican los núcleos, típicamente 

2 en lados opuestos, aunque podemos encontrar desde 1 hasta 4 núcleos por célula. En el 

citoplasma también encontramos vacuolas similares a endosomas, aparato de Golgi, 

microtúbulos y orgánulos similares a mitocondrias (Tan, 2008; Del Coco et al., 2017).  

   

Figura 3. Detalles microscópicos de la forma vacuolar de Blastocystis sp.    

a.    Imágenes obtenidas por microscopía electrónica de transmisión de la forma vacuolar de Blastocystis 

sp. Bordeando una gran vacuola central (v) se observa una fina banda de citoplasma (c) y un núcleo (n). En 

una sección más ampliada de la imagen, se muestran orgánulos similares a mitocondrias (m) alrededor 

de un núcleo (n) y la capa superficial que rodea la célula (sc) (Wawrzyniak et al., 2013).  

b.    Imagen propia obtenida por microscopía óptica de heces de humanos donde se observa el proceso de 

fisión binaria experimentado por la forma vacuolar (flecha). 

En algunas ocasiones se puede observar una capa superficial rica en carbohidratos rodeando a 

las células, denominada capa fibrilar o cápsula, la cual es más gruesa en aislados de heces que 

b. a. 2 µm 500 nm 

500 nm 

10 µm 
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en cultivo. Entre sus funciones se encuentra la nutrición del organismo, facilitando la captura y 

degradación de bacterias, además de ofrecer protección frente al choque osmótico y actuar 

como una barrera mecánica (Boreham & Stenzel, 1993a; Tan, 2008). 

1.1.3.2. Forma granular 

La forma granular se observa con mayor frecuencia en cultivos no axenizados envejecidos y 

tratados con antibióticos (Tan, 2008). Esta forma presenta una morfología muy similar a la 

vacuolar, difiriendo por la presencia de gránulos, principalmente en la vacuola central, pero 

también en el citoplasma (Boreham & Stenzel, 1993a) (Figura 4). Encontramos una elevada 

heterogeneidad bioquímica de los contenidos granulares con funciones todavía desconocidas; 

algunos autores le atribuyen una función metabólica y reproductiva similar a la esquizogonia, 

pero existe falta de evidencia científica que lo respalde (Zierdt, 1991; Suresh et al., 1994; Singh 

et al., 1995).  

   

Figura 4. Detalles microscópicos de la forma granular de Blastocystis sp. 

Imagen obtenida por microscopía electrónica de transmisión de la forma granular de Blastocystis sp. Se 

muestran los gránulos densos (puntas de flecha) localizados en la vacuola central (Tan, 2008). 

1.1.3.3. Forma ameboide 

La forma ameboide de Blastocystis sp. rara vez se observa en muestras clínicas o en cultivo, y es 

por lo que su aislamiento en pacientes con síntomas gastrointestinales y dermatológicos ha 

hecho postularla como posible responsable de la aparición de las manifestaciones clínicas 

(Zierdt & Tan, 1976; Casero et al., 2015; Velásquez et al., 2022).  

1 µm 
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Esta forma puede adoptar diversas morfologías y tamaños, presentando un contorno irregular y 

lobulado, con emisión de prolongaciones similares a pseudópodos, aunque no se ha 

demostrado que proporcionen motilidad (Boreham & Stenzel, 1993a; Tan, 2008; Del Coco et al., 

2017) (Figura 5). En las extensiones citoplasmáticas de los pseudópodos se disponen 

numerosos cuerpos de inclusión, aparato de Golgi y orgánulos similares a las mitocondrias. 

Además, se han descrito la existencia de compartimentos similares a lisosomas conteniendo 

bacterias y detritos (Boreham & Stenzel, 1993a; Tan, 2008). 

 

Figura 5. Detalles microscópicos de la forma ameboide de Blastocystis sp. 

Imagen obtenida por microscopía electrónica de transmisión que muestra la forma ameboide de 

Blastocystis sp. De forma irregular, emitiendo extensiones citoplasmáticas similares a pseudópodos, 

presenta una vacuola central (*) y vacuola vacía (EV) junto con un núcleo (N) y orgánulos similares a 

mitocondrias (M) en el citoplasma (Tan, 2008). 

1.1.3.4. Forma quística 

La forma quística se observa mayoritariamente en materia fecal, siendo infrecuente en los 

cultivos. Es la forma más pequeña de Blastocystis sp., con un tamaño que oscila entre 2-10 µm 

(Boreham & Stenzel, 1993a; Tan, 2008). En su mayoría presentan una forma ovoide o esférica con 

un citoplasma condensado y una pared celular gruesa con estructura fibrilar multicapa. En 

algunas ocasiones se encuentra otra capa superficial exterior morfológicamente similar a la 

capa superficial descrita en formas vacuolares y granulares (Tan, 2008; Del Coco et al., 2017) 

(Figura 6).  El contenido celular de esta forma quística incluye múltiples vacuolas y depósitos de 

glucógeno y lípidos (Del Coco et al., 2017).  

1 µm 
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Figura 6. Detalles microscópicos de la forma quística de Blastocystis sp. 

a.  Blastocystis sp. aislado a partir de cultivo in vitro donde se muestran dos formas quísticas con una capa 

externa suelta (flechas) entre formas vacuolares (puntas de flecha) (Tan, 2008).  

b.  Dibujo propio de forma quística. 

Debido a estas características, la forma quística se considera la forma de resistencia de 

Blastocystis sp. en el medio ambiente. Mientras que las formas vacuolares y granulares son 

sensibles a las condiciones ambientales (Zierdt, 1991), sin capacidad para sobrevivir a cambios 

de temperatura o la exposición al aire (Boreham & Stenzel, 1993a), los quistes de Blastocystis sp. 

han demostrado permanecer viables 19 días en agua y hasta 1 mes a 25 °C y 2 meses a 4 °C en 

condiciones ambientales, aunque presentan cierta fragilidad frente a temperaturas extremas y 

desinfectantes comunes (Moe et al., 1996; Yoshikawa et al., 2004a).  

1.1.3.5. Otras formas 

Además de las cuatro formas predominantes descritas de Blastocystis sp., encontramos otras 

dos formas que han sido identificadas en algunas ocasiones: forma multivacuolar y forma 

avacuolar (Stenzel & Boreham, 1996). Ambas han sido encontradas en muestras clínicas de 

heces y presentan un tamaño inferior a las formas vacuolares típicas (5-8µm). Las formas 

multivacuolares presentan múltiples vacuolas centrales en lugar de una sola (Boreham et al., 

1996; Stenzel & Boreham, 1996), mientras que las formas avacuolares carecen de ella (Boreham 

& Stenzel, 1993a; Boreham & Stenzel, 1993b). 

La visualización de estas morfologías se considera excepcional, siendo interpretadas como 

fases transitorias en el ciclo de vida de Blastocystis sp., intermedias en los procesos de 

enquistamiento y desenquistamiento (Tan, 2008). 

10µm a. b. 
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1.1.4. Diversidad genética 

Blastocystis sp. presenta una elevada diversidad genética expresada mediante subtipos 

moleculares (ST) que, a pesar de diferir genéticamente, presentan características morfológicas 

similares entre sí (Del Coco et al., 2017). Además, dentro de los propios ST existen variaciones, 

reconocidos como alelos (Stensvold & Clark, 2016b). La identificación de estos subtipos y sus 

alelos se basa, principalmente, en la diversidad del gen codificante de la subunidad menor del 

ARN ribosómico18S (ssu ADNr), donde la mayor parte de los estudios centran la diana genética 

en una región de ≈ 600 pb conocida como “código de barras” (barcoding) (Clark et al., 2013; 

Stensvold & Clark, 2016b). 

En el año 2007, se aceptó la nomenclatura de Blastocystis sp. y se estableció la existencia de 

nueve subtipos (ST1-ST9) (Stensvold et al., 2007b). Sin embargo, previo a este año, el estudio de 

Blastocystis sp. se había dado casi exclusivamente en humanos, por lo que la diversidad 

genética descrita en ese momento era bastante limitada. Una vez que comenzaron a examinarse 

hospedadores adicionales, se identificaron rápidamente nuevos subtipos, logrando en el año 

2013 acumular hasta 17 ST diferentes (Stensvold & Clark, 2020). 

Posteriormente, en el año 2017, en un trabajo donde se examinaron muestras fecales 

recolectadas de 37 especies de animales asilvestrados cautivos en las montañas Qinling 

(China), incluyendo diferentes aves y mamíferos, se propuso la existencia de cinco nuevos 

subtipos, ST18-ST22, habiéndose aislado el primero en una alpaca (Lama pacos), ST19 en un 

macaco (Macaca mulatta), ST20 en un avestruz (Struthio camelus), ST21 en un antílope (Kobus 

ellipsiprymnus) y, el último, ST22, en un guanaco (Lama guanicoe) (Zhao et al., 2017). Sin 

embargo, esta propuesta fue cuestionada por otros autores que argumentaron que cuatro de 

estas nuevas secuencias (ST18-20 y ST22) eran quimeras. Estas secuencias planteadas como 

posibles nuevos subtipos coinciden en un porcentaje de identidad elevado (≥90%) con 

diferentes subtipos en cada extremo o, alguno de estos extremos no muestra ninguna similitud 

con otras secuencias de Blastocystis sp., lo que puede identificarse con un producto amplificado 

de PCR (reacción en cadena de la polimerasa) que combina secuencias de dos dianas de ADN 

molde distintas, ya sean procedentes de varios subtipos e, incluso, de organismos diferentes 

(Stensvold & Clark, 2020). Estas características, sumadas a que estos nuevos subtipos han sido 

reportados en una única ocasión y, en ésta, están representados por una única secuencia, 

demuestran que no nos encontramos ante verdaderos nuevos subtipos. Por otro lado, el ST21 ha 

vuelto a ser aislado en otras especies y localizaciones además de en China, como en ganado 
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vacuno de Estados Unidos (EE. UU.) (Maloney et al., 2019b), lo que apunta a que se trate de un 

subtipo real.  

En el año 2018, en un estudio llevado a cabo en terneras lecheras de 13 estados de EE. UU., se 

postularon otros cuatro nuevos subtipos, ST23-ST26 (Maloney et al., 2019b), los cuales 

posteriormente han sido aislados en repetidas ocasiones en diferentes animales 

(principalmente ganado vacuno y llamas) de distintos países (Norteamérica, Bélgica y Tailandia) 

(Udonsom et al., 2018; Maloney et al., 2019a; Stensvold & Clark, 2020).  

Dos años después, se añadieron los subtipos ST27 y ST28, que habían sido caracterizados de 

aves (específicamente Anas querquedula y Pavo cristatus) de Brasil (Maloney et al., 2020a). 

Durante este año 2020, después de la aparición de los subtipos quiméricos descritos 

anteriormente, se propusieron directrices específicas para garantizar la correcta identificación 

de nuevos subtipos; estas incluyen emplear cebadores estándar para la amplificación (Scicluna 

et al., 2006; Santín et al., 2011), comprobando mediante BLAST cada extremo de las secuencias 

propuestas, y el posterior estudio de, al menos, el 80% del gen ssu ADNr, en lugar de limitarse al 

"código de barras". Los subtipos potencialmente nuevos deben diferir en ≥4% con respecto a 

otros subtipos previamente descritos y contar con un análisis filogenético que garantice su 

exclusión de los clados formados por subtipos ya conocidos (Stensvold & Clark, 2020). 

En los últimos años, debido al análisis de una gran variedad de hospedadores alrededor de todo 

el mundo y al avance en las técnicas de biología molecular, con el incremento del empleo de 

técnicas de secuenciación de nueva generación (NGS) y análisis bioinformáticos más 

complejos, se ha conseguido ampliar el estudio del gen ssu ADNr de Blastocystis sp. con la 

obtención de secuencias completas por más grupos de investigación (Maloney et al., 2020b), lo 

que ha llevado a la identificación en los últimos 4 años (2021-2024) de casi la mitad de todos los 

subtipos conocidos hoy en día.  

En 2021, se consiguieron obtener las secuencias completas de ssu ADNr de ST21 y de ST23-ST28 

(Maloney & Santin, 2021), corroborando que realmente se trataban de nuevos subtipos. A partir 

de este año, mediante NGS se han obtenido las secuencias completas de más de 20 subtipos 

nuevos (ST29-ST49), identificados de diferentes hospedadores y localizaciones de todo el 

mundo, incluyendo nuevos subtipos capaces de colonizar al humano, como el ST35 que se aisló 

en dos individuos de Brasil y el ST41 que se obtuvo de un paciente colombiano (Maloney et al., 

2022; Hernández-Castro et al., 2023a). En la Tabla 1 se muestran los detalles de hospedadores y 

países donde se han aislado estos nuevos subtipos. 
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Tabla 1. Nuevos subtipos de Blastocystis sp. identificados entre los años 2021 y 2024. 

Subtipos País Hospedador Referencia 

ST29 
Brasil Gallo (Gallus gallus) Maloney et al., 2021a 

Tailandia Gallo (Gallus gallus) Tantrawatpan et al., 2023 

ST30 

EE.UU. Venado de cola blanca 
(Odocoileus virginianus) 

Maloney et al., 2021b 

China Oveja tibetana Yang et al., 2023 
Turquía Perro Ayan et al., 2024 

China Camello (Camelus 
bactrianus) 

Yang et al., 2021 

Portugal Cabra y oveja Figueiredo et al., 2024 

ST31 
EE.UU. 

Venado de cola blanca 
(Odocoileus virginianus) Maloney et al., 2021b 

China 
Antílope tibetano (Pantholops 

hodgsonii) Yan et al., 2024 

ST32 Colombia Cabra y vaca Higuera et al., 2021 

ST33 
Colombia Caballo Baek et al., 2022 

China Asno Zhang et al., 2024 
ST34 Colombia Caballo Baek et al., 2022 
ST35 Brasil Humano Maloney et al., 2022 

ST36 México 
Murciélago americano 

(Sturnira lilium) y zarigüeya 
gris (Philander opossum) 

Maloney et al., 2022 

ST37 México 
Roedores de la familia 

Heteromyidae Maloney et al., 2022 

ST38 Reino Unido 
Rata topera (Arvicola 

amphibius) Maloney et al., 2022 

ST39 China Macaco Rhesus (Macaca 
mulatta) 

Yu et al., 2023 

ST40 
Groenlandia 

Buey almizclero (Ovibos 
moschatus) Stensvold et al., 2023 

Egipto Cabra y oveja Naguib et al., 2024 
ST41 Colombia Humano Hernández-Castro et al., 2023a 

ST42 
EE.UU. y Portugal Ganado vacuno 

Santin et al., 2024 
España Ciervo rojo (Cervus elaphus) 

ST43 
Portugal Cabras y ovejas 

Santin et al., 2024, Figueiredo 
et al., 2024 

España y Portugal Jabalí europeo de la 
península ibérica (Sus scrofa) 

Köster et al., 2024 

ST44 

EE.UU. 
Venado de cola blanca 

(Odocoileus virginianus) Santin et al., 2024, Figueiredo 
et al., 2024 Portugal Cabras y ovejas 

Groenlandia Ovejas 
Egipto Camellos, cabras y caballos Naguib et al., 2024 

Francia Mejillones (Mytilus edulis) Ryckman et al., 2024 

ST45 Australia 
Marsupiales (Macropus 

giganteus) Koehler et al., 2023 

ST46 Australia 

Marsupiales (Macropus 
giganteus y Wallabia bicolor), 

ave (Dromaius 
novaehollandiae) y cánidos 

Koehler et al., 2023 

ST47 y ST48 República Checa Chimpancé (Pan troglodytes) Šejnohová et al., 2024 

ST49 España y Portugal Corzos (Capreolus capreolus) Figueiredo et al., 2025 
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Algunos de estos nuevos subtipos han demostrado una amplia distribución, con capacidad de 

adaptación en diferentes hospedadores; por ejemplo, ST30 ha sido detectado en diferentes 

mamíferos de diversas regiones, como en venado de EE.UU. (Maloney et al., 2021b), ovejas 

tibetanas (Yang et al., 2023), perros de Turquía (Ayan et al., 2024), camellos de China (Yang et al., 

2021), o en ovejas y cabras de Portugal (Figueiredo et al., 2024). De forma similar, ST44 se ha 

observado en diferentes mamíferos de Portugal, EE.UU., Egipto y Groenlandia (Figueiredo et al., 

2024; Naguib et al., 2024; Santin et al., 2024), e incluso en mejillones de Francia (Ryckman et al., 

2024). Mientras que otros subtipos parecen tener un rango de hospederos más limitado, como 

ST29 que queda restringido a las aves (Maloney et al., 2021a; Tantrawatpan et al., 2023) o ST33 

que únicamente se ha aislado en équidos (Baek et al., 2022; Zhang et al., 2024).  

Diferentes autores resaltan la importancia de la dieta y las características morfológicas y 

funcionales de los tractos gastrointestinales de los hospedadores como clave en los subtipos de 

Blastocystis sp. observados; así, los herbívoros estrictos tienen prevalencias y diversidades 

genéticas mucho mayores que los carnívoros estrictos, mientras que los omnívoros presentan 

valores intermedios. Encontramos prevalencias ≈ 50% en ungulados salvajes, ganado vacuno y 

cerdos, ≈ 30% en humanos y jabalíes, mientras que estos valores caen significativamente en 

carnívoros, con, por ejemplo, un ≈ 6% y ≈ 5% en perros y gatos domésticos, respectivamente 

(Popruk et al., 2024; Caballero-Gómez et al., 2025; Figueiredo et al., 2025). 

Existe evidencia científica de la afinidad de los diferentes subtipos por unas especies animales 

u otras. En humanos encontramos que más del 90% de los Blastocystis sp. capaces de 

colonizarnos pertenecen a los subtipos 1, 2, 3 y 4 (Stensvold & Clark, 2020; Popruk et al., 2021), 

habiéndose detectado hasta 16 subtipos (ST1-10, ST12, ST14, ST16, ST23, ST35 y ST41) en el 

intestino humano y siendo ST35 y ST41 los únicos subtipos humano-estrictos, sin literatura que 

demuestre su presencia en ningún otro hospedador (Maloney et al., 2022; Hernández-Castro et 

al., 2023a), aunque debido a su reciente descubrimiento es posible que en un futuro cercano 

aparezcan nuevos hospedadores. De forma similar, ST9 parece estar más asociado a los 

humanos que a cualquier otro animal, con escasos reportes de aislamientos en pollos de 

Malasia y lémures de China (Ma et al., 2020; Jiménez et al., 2022). De estos 16 subtipos, ST3 es 

el predominante a nivel mundial en humanos (Alfellani et al., 2013c; Zhang et al., 2020b), seguido 

por ST1 (Popruk et al., 2021). ST1-3 tienen una distribución cosmopolita, habiéndose encontrado 

en múltiples mamíferos alrededor del mundo, mientras que otros subtipos capaces de infectar 

al ser humano parecen tener una mayor especificidad por determinadas especies animales. En 

general, ST4 es más común en roedores, ST5 en cerdos, ST6–ST7 en aves y ST8 en primates no 
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humanos (Alfellani et al., 2013a, b, c; Clark et al., 2013, Rehena et al., 2025; Farzam et al., 2025), 

mientras que ST10, ST12, ST14 y ST23 se encuentran principalmente en ganado vacuno, ovino y 

otros mamíferos (Rauff-Adedotun et al., 2020; Stensvold & Clark, 2020; Higuera et al., 2021; 

Shams et al., 2022). Por último, los reportes de ST16 son relativamente escasos hasta la fecha, 

observándose de forma aislada en humanos y en canguros (Osorio-Pulgarin et al., 2021; Jiménez 

et al., 2022). 

Se considera que la adquisición de ST1-4 en humanos generalmente se debe a una transmisión 

interhumana (antroponótica), mientras que la del resto de ST aparece principalmente por 

interacciones entre humanos y animales (Ghafari-Cherati et al., 2024). 

En cuanto a los 29 subtipos restantes (ST11, ST13, ST15, ST17, ST21, ST24-34, ST36-40 y ST42-

49), han sido detectados en animales diferentes al ser humano de todo el mundo, con distinta 

predisposición de especie según el subtipo, principalmente mamíferos y aves, pero también en 

reptiles, anfibios y animales marinos como peces, bivalvos y esponjas (Rudzińska et al., 2022; 

Sutthikornchai et al., 2024; Ghafari-Cherati et al., 2024).  

Los principales hospedadores de todos los subtipos quedan representados en la Figura 7.  

 

Figura 7. Distribución de los subtipos de Blastocystis sp. según sus principales hospedadores 

(elaboración propia). 

Los subtipos que han sido aislados en el ser humano se muestran con fondo blanco, mientras que los 

subtipos con fondo gris son exclusivos de animales. Se superponen los subtipos aislados de especies 

animales relacionadas. 
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1.1.5. Epidemiología y prevalencia 

Blastocystis sp. se considera un protista ubicuo, estimándose que existen más de mil millones 

de personas colonizadas en el mundo (Popruk et al., 2021). A pesar de su amplia distribución, su 

prevalencia varía considerablemente según la zona geográfica, siendo influenciada por factores 

como las características socioeconómicas y la metodología diagnóstica empleada en su 

detección. En general, se estima una prevalencia en torno al 20% en países industrializados y 

puede superar el 50% en los países en vías de desarrollo, llegando a existir estudios en Senegal 

con valores próximos al 100% en población infantil (El Safadi et al., 2014; Khaled et al., 2020; 

Popruk et al., 2021). 

Los principales factores de riesgo que generan una mayor tasa de individuos con Blastocystis sp. 

en los países en desarrollo se deben a las condiciones socioeconómicas, higiénico-sanitarias y 

planes de saneamiento deficientes de estos países, lo que implica una higiene personal y 

comunitaria deficitaria, peor calidad del agua para consumo humano y una mayor exposición a 

alimentos contaminados (Tan, 2008; Del Coco et al., 2017). En los países industrializados, los 

malos hábitos higiénicos personales, los viajes a países endémicos, el compromiso inmunitario 

y la existencia de contacto estrecho con animales, parecen jugar un papel importante en la 

adquisición de Blastocystis sp. (Tan, 2008; Del Coco et al., 2017).  

Cabe destacar que las considerables variaciones en cuanto a datos de prevalencia, a veces 

incluso entre diferentes comunidades de un mismo país, pueden deberse al uso de diferentes 

métodos de diagnóstico que han demostrado una gran variabilidad en los resultados (Tan, 2008; 

Bayo et al., 2022; Fernández et al., 2022). En un metaanálisis reciente donde se analizó la 

prevalencia de Blastocystis sp. a nivel mundial, con un estudio en 50 países de 5 continentes, se 

mostró que la menor variabilidad entre países de un mismo continente se encuentra en Europa 

(3,5%-27,8%) (Zhang et al., 2020b). Tanto en España, como en otros países como Italia, Reino 

Unido y Dinamarca, las prevalencias obtenidas mediante microscopía oscilan entre el 6% y el 

11% (Windsor et al., 2002; Stensvold et al., 2011; Gabrielli et al., 2020). Sin embargo, estos 

valores aumentan considerablemente, llegando incluso a triplicarse, en países como Holanda, 

Luxemburgo, Francia y Dinamarca cuando se emplean técnicas de PCR (Stensvold et al., 2007a; 

Bart et al., 2013; El Safadi et al., 2016; Moniot et al., 2024). 

Las tasas de prevalencia descritas en la literatura dentro del territorio español quedan reflejadas 

en la Tabla 2. 
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Tabla 2. Prevalencia de Blastocystis sp. en diferentes regiones y poblaciones de España. 

Ciudad 
(Provincia) Periodo Población a 

estudio 
Técnica 

diagnóstica 
Prevalencia 

(%) Referencia 

Varias 
1993-
1997 

Niños/as acogidos 
Shaharawis 

Microscopía 22,0 
Talayero et 
al., 1998 

Barcelona 
1999- 
2005 

Pacientes 
ambulatorios Microscopía 7,0 

González-
Moreno et al., 
2011 

El Ejido 
(Almería) 

2004-
2016 

Pacientes de 
Consulta de 

Medicina Tropical 
Microscopía 18,0 

Ocaña-
Losada et al., 
2018 

Valencia 2007 
Niños/as acogidos 

Shaharawis 
Microscopía 14,8 

Soriano et al., 
2011 

Álava (País 
Vasco) 

2014 
Familias 

asintomáticas 
ssu ADNr PCR 
convencional 

35,2 
Paulos et al., 
2018 

Leganés 
(Madrid) 

2017-
2018 

Niños/as 
asintomáticos 

ssu ADNr PCR 
convencional 

13,0 
Muadica et 
al., 2020 

Zaragoza 2018 
Pacientes 

hospitalarios 
Microscopía 5,0 

Matovelle et 
al., 2022 

Valencia 
2016-
2019 

Pacientes con TGC 
Microscopía 7,8 

Cifre, 2021 ssu ADNr PCR 
convencional 

9,8 

Valencia 2019 

Pacientes con 
malabsorción de 
fructosa/lactosa Microscopía 

12,6 
Trelis et al., 
2019 

Individuos sanos 13,4 

Lleida 
2019-
2021 

Pacientes 
pediátricos 

Microscopía 4,8 
Bayo et al., 
2022 

qPCR Allplex 
Parasite 

(Seegene®) * 
28,1 

Majadahonda 
y Las Rozas 

(Madrid) 

2020-
2021 

Niños/as 
asintomáticos 

ssu ADNr PCR 
convencional 

5,6 
Hernández-
Castro et al., 
2023b 

Madrid 
No 

consta 
Niños/as 

asintomáticos 
ssu ADNr PCR 
convencional 

10,0 
Köster et al., 
2021a 

Lugo 2021 
Pacientes 

ambulatorios y 
hospitalarios 

Microscopía 8,3 
Fernández et 
al., 2022 

qPCR Allplex 
Parasite 

(Seegene®) * 
23,0 

Valencia 2022 
Pacientes con 

obesidad mórbida 

qPCR Allplex 
Parasite 

(Seegene®) * 
44,2 

Caudet et al., 
2022b 

Valencia 2022 Reclusos Microscopía 7,0 
Muñoz-Antoli 
et al., 2023 

TGC: Trastornos Gastrointestinales Crónicos; PCR: reacción en cadena de la polimerasa; qPCR: Reacción 

en cadena de la polimerasa a tiempo real; ssu ADNr: gen codificante de la subunidad menor del ARN 

ribosómico 18S (ssu ARNr); *Allplex™ GI-Parasite Assay (Seegene, Seúl, Corea del Sur). 

Si analizamos más en profundidad estos datos, observamos ligeras variaciones en los resultados 

al emplear las mismas técnicas diagnósticas en poblaciones similares de diferentes ciudades y 
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periodos de tiempo, como en pacientes de Barcelona entre 1999-2005, Zaragoza en 2018 y Lugo 

en 2021, en las que por microscopía se obtuvieron prevalencias de 7,0%, 5,0% y 8,3%, 

respectivamente (González-Moreno et al., 2011; Fernández et al., 2022; Matovelle et al., 2022).  

Sin embargo, cuando se emplean técnicas de biología molecular estos valores tienden a 

aumentar. Mediante microscopía se obtiene una prevalencia promedio de 11,0% ± 5,6 (Talayero 

et al., 1998; González-Moreno et al., 2011; Soriano et al., 2011; Ocaña-Losada et al., 2018; Trelis 

et al., 2019; Cifre, 2021; Bayo et al., 2022; Fernández et al., 2022; Matovelle et al., 2022; Muñoz-

Antoli et al., 2023), mediante PCR convencional frente a ssu ADNr esta cifra asciende hasta 

14,7% ± 11,7 (Paulos et al., 2018; Muadica et al., 2020; Cifre, 2021; Köster et al., 2021a; 

Hernández-Castro et al., 2023b), y, por último, al emplear PCR a tiempo real (qPCR), se alcanza 

una prevalencia de 31,8% ± 11,1, consiguiendo la mayor sensibilidad de las técnicas a estudio 

(Bayo et al., 2022; Caudet et al., 2022b; Fernández et al., 2022).  

Cabe destacar que aquellos estudios en los que se incluyen individuos procedentes de zonas 

endémicas, como niños saharawis o pacientes de medicina tropical (principalmente inmigrantes 

africanos) (Talayero et al., 1998; Soriano et al., 2011; Ocaña-Losada et al., 2018), la prevalencia 

vuelve a verse enormemente incrementada con respecto a los estudios llevados a cabo en la 

población local.  

En cuanto a la distribución de los subtipos de Blastocystis sp. según las regiones geográficas, el 

subtipo ST3 es el más común a escala global (Alfellani et al., 2013c; Zhang et al., 2020b), con una 

prevalencia que generalmente supera el 40% en la mayoría de los países (Alfellani et al., 2013c; 

Nguyen et al., 2023; Flores & Almachi, 2024; Fusaro et al., 2024; Zhao et al., 2024); seguido por 

ST1, que junto con ST2 también tienen una distribución cosmopolita y representan un promedio 

a nivel mundial de 10-30% (Alfellani et al., 2013c; Taylor-Orozco et al., 2016; Asghari et al., 2021; 

Mülayim et al., 2021). En el caso de ST4, nos encontramos con un claro acotamiento geográfico 

a Europa, con escasos reportes en el resto del mundo (Alfellani et al., 2013c; Clark et al., 2013; 

Zhang et al., 2020b); su prevalencia media en Europa es ≈ 20%, mientras que en otros 

continentes su proporción se encuentra entre menos del 1% y 4% (Rudzińska et al., 2023). 

Existen estudios en pacientes de Dinamarca, España y Francia donde incluso ST4 se identificó 

como subtipo predominante, representando el 76%, el 94% y el 63% de los casos, 

respectivamente (Domínguez-Márquez et al., 2009; Poirier et al., 2011; Stensvold et al., 2011). 

Por su parte, el subtipo ST6 también presenta una distribución desigual entre continentes; en los 

estudios europeos presenta prevalencias cercanas al 3% (Menounos et al., 2008; Rene et al., 

2009; Poirier et al., 2011; Bart et al., 2013; Safadi et al., 2016; Seyer et al., 2017; El Rudzińska et 
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al., 2019; Rudzińska et al., 2023) y porcentajes similares encontramos en países de Sudamérica 

y Norteamérica (Ramírez et al., 2016; Jiménez et al., 2019), mientras que, las mayores tasas han 

sido informadas en diferentes países de Asia, a destacar Filipinas y Nepal (12,3% y 43,5%, 

respectivamente) (Clark et al., 2013; Nemati et al., 2021b). No hay ninguna razón obvia que 

explique que los humanos en Europa puedan estar más expuestos a los roedores y en Asia a las 

aves, por lo que la transmisión zoonótica de Blastocystis sp. parece una explicación poco 

probable para esta adquisición de subtipos diferentes entre continentes; es posible que otras 

variables dietéticas, culturales o demográficas sean las responsables, pero hasta el momento 

no hay consenso científico que las respalde (Clark et al., 2013). 

En España, la mayor parte de los estudios identifican al subtipo ST2 como predominante. En 

términos generales, los subtipos ST2 (33,6% ± 17,5) y ST4 (30,0% ± 27,0) son los más frecuentes 

en nuestro país, seguidos por ST3 con una prevalencia promedio de 20,7% (±10,5%), ST1 (12,1% 

± 9,0), y, muy por detrás, ST6 (1,8% ± 3,4) (Domínguez-Márquez et al., 2009; Paulos et al., 2018; 

Muadica et al., 2020; Cifre, 2021; Köster et al., 2021a; Hernández-Castro et al., 2023b; Matovelle 

et al., 2024; Seijas-Pereda et al., 2024).   

1.1.6. Patogenicidad y manifestaciones clínicas 

Los principales síntomas que se le atribuyen a la infección por Blastocystis sp. en humanos son 

gastrointestinales, tales como diarrea, náuseas, dolor abdominal y meteorismo (Stensvold et al., 

2009b). En algunas ocasiones se han reportado casos de sintomatología digestiva más grave 

como hemorragia rectal (Lucía et al., 2007), proctosigmoiditis hemorrágica (Yarze, 1996), diarrea 

sanguinolenta (Janarthanan et al., 2011) y diarrea que desencadena hipoalbuminemia y 

anasarca (Nassir et al., 2004). Además, también se ha asociado la infección por este parásito 

con afectaciones extraintestinales como artritis reactiva (Tejera et al., 2012; AlamLih et al., 2020), 

urticaria crónica (Bahrami et al., 2019) e hipersensibilidad alimentaria (Tuzer et al., 2022).  

Más sorprendente es el aislamiento del propio parásito en áreas extraintestinales, como en 

muestras de líquido esplénico derivadas de un quiste, donde se observó Blastocystis sp. por 

microscopía y se confirmó su aislamiento por PCR y secuenciación (subtipo ST3) (Santos et al., 

2014), o en el aspirado de un absceso hepático de un paciente con antecedentes de fiebre, 

diarrea acuosa y alto título de anticuerpos anti- Entamoeba histolytica (Hu et al., 2008), sin existir 

una explicación concisa de cómo accedió Blastocystis sp. a estas localizaciones.  
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Aun así, la patogenicidad de Blastocystis sp. sigue siendo foco de discrepancia, en parte debido 

a que su prevalencia es similar entre individuos sanos y sintomáticos, y que sus factores de 

virulencia no están totalmente descritos (Stensvold et al., 2009b; Andersen & Stensvold, 2016; 

Kumarasamy et al., 2018). La definición de este protista podría ser de patobionte, 

considerándolo comensal, simbionte y componente normal de la microbiota intestinal, pero con 

capacidad de adquirir poder patogénico como parásito bajo determinadas condiciones 

genéticas o ambientales. Entre estas condiciones encontramos determinantes derivados del 

propio protista y del hospedador (Stensvold et al., 2009b).  

En cuanto al protista, se ha propuesto en diversas ocasiones la concentración en heces como 

factor limitante, asociando la visualización de cinco o más células por campo de 40x en 

microscopía óptica como una concentración lo suficientemente alta como para provocar 

sintomatología (Garavelli et al., 1991; Boreham et al., 1996). Existen estudios que demuestran 

que una carga alta, basada en este método de microscopía, representan un riesgo 

estadísticamente significativo para el desarrollo de síntomas (Kaya et al., 2007; Seguí et al., 

2017). Sin embargo, esta teoría ha quedado obsoleta debido a la ambigüedad de marcar un 

número exacto de células observadas por microscopía para diferenciar una infección de una 

colonización (Clark et al., 2013). Bajo una visión más actual, se ha planteado el empleo de los 

valores de ciclo umbral (Ct) obtenidos en PCR a tiempo real (qPCR) como marcadores para 

establecer una concentración baja o alta, donde valores de Ct ≤35 se consideran, muy 

probablemente, indicativos de una infección activa (Stensvold et al., 2012a). Sin embargo, 

estudios comparativos de estos valores entre población sana y sintomática no consiguieron 

establecer ninguna correlación entre la carga y la sintomatología (Poirier et al., 2011; Maas et al., 

2014), y otro estudio realizado únicamente en población con diarrea mostró una gran variabilidad 

en los datos de Ct (12-40) (Stensvold et al., 2012a). Estos resultados junto con la evidencia de 

que la eliminación de Blastocystis sp. en heces es intermitente, con variación de la 

concentración en cuestión de días (Vennila et al., 1999), complica la posibilidad de establecer 

relaciones entre la carga del protista y la aparición de síntomas. 

Por otro lado, la variante genética de Blastocystis sp. ha sido considerada durante años como 

posible causa de su papel patogénico, asociando esta diferencia de virulencia según el caso, a 

la presencia de un subtipo u otro. No obstante, encontramos resultados discrepantes en la 

literatura, con autores que reportan el predominio de determinados subtipos en pacientes 

sintomáticos, mientras que otros estudios identifican los mismos subtipos en pacientes 

asintomáticos. Por ejemplo, se ha aislado ST2 en pacientes con diarrea de diferentes partes del 
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mundo (Vogelberg et al., 2010; Ramírez et al., 2014; Zhao et al., 2024), pero también en personas 

sanas (Dogruman-Al et al., 2008; Asghari et al., 2021). Además, se ha demostrado la existencia 

de variaciones fenotípicas dentro de un mismo subtipo (ST3), en diferentes perfiles de individuos, 

asintomáticos, sintomáticos y con Síndrome del Intestino Irritable (SII) (Ragavan et al., 2014; 

Sheela et al., 2020; Rajamanikam et al., 2022), lo que posiblemente demuestra que la 

patogenicidad de Blastocystis sp. no está vinculada de forma específica a su subtipo, o al menos, 

no depende exclusivamente de este factor. 

En cuanto al papel del hospedador, se considera que el estado inmunológico y la composición 

de la microbiota intestinal pueden influir en el desarrollo de síntomas tras la colonización por 

Blastocystis sp. (Stensvold et al., 2009b; Rajamanikam et al., 2023). Ya en el año 1976 se observó 

que existía diferencia en los síntomas provocados en ratas según fuesen infectadas con 

parásitos xénicos y axénicos, donde las primeras desarrollaban infecciones con diarrea acuosa, 

mientras que las segundas se mantenían asintomáticas (Phillips & Zierdt, 1976). Este hallazgo 

fue uno de los primeros en destacar la importancia del entorno bacteriano en la infección por 

Blastocystis sp. 

Se ha observado que las personas con una alimentación saludable a base de vegetales y sin 

alimentos procesados tienen una mayor probabilidad de ser portadoras de Blastocystis sp. 

(Lepczyńska et al., 2017; Piperni et al., 2024). Por otro lado, se ha comprobado que los lípidos 

desempeñan un papel crucial en el desarrollo de la infección, ya que pueden aumentar la 

capacidad patogénica de Blastocystis sp., observándose que, cuanto mayor es el suplemento 

lipídico externo, mayor es el daño celular infundido por éste (Liao et al., 2023). Los pacientes 

colonizados y asintomáticos presentan una mayor riqueza y diversidad de microbiota, con un 

intestino eubiótico rico en géneros bacterianos potencialmente beneficiosos como Prevotella y 

Ruminococcus (Gabrielli et al., 2020; Stensvold et al., 2022), mientras que la presencia de 

Bacteroides y otros indicadores de disbiosis, parecen estar inversamente relacionados con la 

detección de Blastocystis sp. (Stensvold & Clark, 2016a; Forsell et al., 2017; Tito et al., 2019; 

Gabrielli et al., 2020; Antonetti et al., 2024). Se han encontrado individuos portadores del protista 

durante largos periodos de tiempo, incluso 10 años, sin presentar sintomatología, lo que puede 

indicar que, en estos pacientes, Blastocystis sp. actúa como parte de una microbiota intestinal 

sana (Scanlan et al., 2014; Tito et al., 2019; De Boer et al., 2020; Gabrielli et al., 2020), e incluso 

se ha relacionado, en algunas ocasiones, con un perfil metabólico más saludable, reduciendo la 

incidencia de síndrome metabólico, resistencia a la insulina y diabetes tipo 2 (Caudet et al., 

2022a; Piperni et al., 2024).  
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A su vez, se ha asociado antagónicamente el subtipo ST4 con el género bacteriano Bacteroides 

(Forsell et al., 2017), demostrando, incluso, su capacidad para inhibir el crecimiento de 

Bacteroides vulgatus, un patógeno común implicado en la disbiosis intestinal (Deng & Tan, 2022). 

Por otro lado, encontramos un estudio que demuestra la capacidad del subtipo ST7 de disminuir 

la concentración intestinal de bacterias comensales beneficiosas como Bifidobacterium y 

Lactobacillus (Yason et al., 2019), y otro que expone diferencias en la diversidad microbiana 

según el subtipo presente, con una correlación negativa entre ST3 y la bacteria Akkermansia, la 

cual ha sido relacionada con la prevención de la obesidad, lo que podría indicar una asociación 

de este subtipo con un fenotipo de hospedador menos saludable (Tito et al., 2019). Estos 

resultados muestran la posibilidad de que existan diferentes interacciones según el perfil 

microbiano y los subtipos presentes, con una posible repercusión en la salud del hospedador. 

En resumen, la aparición de síntomas en pacientes infectados por Blastocystis sp. parece ser 

multifactorial, influido por diversos elementos que desencadenan su patogenicidad, lo que 

provoca que no exista consenso en la literatura al analizar exclusivamente uno de estos factores, 

debido a la variabilidad interindividual que depende del resto. 

1.1.7. Factores de virulencia 

Una vez que Blastocystis sp. coloniza el intestino grueso, es capaz de establecerse y dividirse por 

fisión binaria (Stensvold et al., 2020). Su capacidad para sobrevivir en este ambiente intestinal 

parece radicar en que es capaz de evadir el sistema inmunitario del hospedador (Stensvold et 

al., 2009b; Stensvold et al., 2020). In vitro, se ha comprobado la capacidad de Blastocystis sp. de 

inhibir la producción de óxido nítrico (NO) mediante regulación negativa de la enzima óxido 

nítrico sintasa inducible (iNOS) (Mirza et al., 2011). Además, Blastocystis sp. puede unirse a la 

mucina intestinal y secretar proteasas de cisteína (principalmente catepsina B (catB-like) y 

legumaínas) que degradan IgA (Puthia et al., 2005; Argüello-García et al., 2023), 

inmunoglobulinas que actúan como la principal defensa inmunitaria en las mucosas al 

neutralizar patógenos ingeridos y sus toxinas.  

Las proteasas de cisteína también provocan la modulación de la respuesta inmunitaria tras la 

liberación de citoquinas inflamatorias (Long et al., 2001). Por un lado, son capaces de activar el 

factor de transcripción nuclear kappa B (NF-κB), que induce la producción de interleuquina 8 (IL-

8) y del factor estimulante de colonias de granulocitos-macrófagos (GM-CSF) por parte de las 

células epiteliales intestinales, lo que desencadena la quimiotaxis de células inflamatorias a la 

mucosa intestinal (Puthia et al., 2008; Kumarasamy et al., 2018; Argüello-García et al., 2023). Por 



INTRODUCCIÓN  |  54 
 

otro lado, en el espacio intraepitelial estas proteasas de cisteína pueden inducir una respuesta 

inmunitaria tipo 1 mediada por la producción de interferón gamma (IFNγ) por linfocitos T, y la 

producción de citoquinas proinflamatorias como la interleuquina 12 (IL-12) y factor de necrosis 

tumoral alfa (TNF-α) a partir de monocitos y macrófagos (Iguchi et al., 2009), contribuyendo a 

generar respuestas inflamatorias, así como respuestas locales específicas por parte del 

hospedador (Argüello-García et al., 2023). Este estado proinflamatorio termina por generar daño 

tisular y los consiguientes trastornos gastrointestinales que pueden desembocar en síntomas 

como diarrea y dolor abdominal. Existe evidencia de una mayor producción de proteasas por 

parte de Blastocystis sp. en pacientes sintomáticos con respecto a los asintomáticos (Abdel-

Hameed & Hassanin, 2011; Karamati et al., 2021), lo que podría demostrar que estas hidrolasas 

intervienen en la patogénesis como parásito. 

A su vez, estas proteasas de cisteína son capaces de modular la proteína quinasa asociada a 

Rho epitelial (Rho/ROCK), modificando el citoesqueleto celular, lo que da como resultado la 

reorganización de las uniones intercelulares estrechas de los enterocitos y la disfunción de la 

barrera epitelial (Mirza et al., 2012). In vitro, se ha comprobado que Blastocystis sp. puede 

provocar cambios en la permeabilidad epitelial intestinal mediante el compromiso de las 

uniones estrechas de los enterocitos tras adherirse a los espacios intercelulares, generando 

alteraciones en proteínas como ZO-1 (zonula occludens-1) y claudinas (Mirza et al., 2012; Wu et 

al., 2014; Mohammad Rahimi et al., 2022a). Además, provoca la elongación, reordenamiento y 

disrupción de filamentos de actina del citoesqueleto de las células epiteliales, lo que induce una 

disminución significativa de la resistencia transepitelial (TER) con la pérdida de la homeostasis 

celular y el aumento de permeabilidad de las uniones estrechas, favoreciendo la translocación 

bacteriana y de toxinas (Puthia et al., 2006; Mirza et al., 2012). Por otro lado, Blastocystis sp. 

también es capaz de inducir la apoptosis de las células intestinales tras activar las caspasas-3 y 

9, proteasas implicadas en la muerte celular activa (Puthia et al., 2006; Stensvold et al., 2009b; 

Wu et al., 2014; Stensvold et al., 2020).  

A pesar de que las principales proteasas producidas por Blastocystis sp. son de cisteína (Adao & 

Rivera, 2022; Argüello-García et al., 2023), se han descrito otros tipos de proteasas secretadas 

por este protista, como proteasas de serina, de ácido aspártico y metaloproteasas (Puthia et al., 

2005; Adao & Rivera, 2022). También se ha demostrado la implicación de algunas de estas 

proteasas en la patogénesis producida por Blastocystis sp., como las proteasas de serina de ST7, 

capaces de inducir en macrófagos de origen murino un aumento de las citoquinas inflamatorias 

interleuquina 1 beta (IL-1β), interleuquina 6 (IL-6) y TNF-α (Lim et al., 2014). Además, se ha 
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evidenciado la capacidad de ST7 de producir hidrolasas como la fucosidasa, hexosaminidasa y 

β-galactosidasa, las cuales son capaces de degradar las glicoproteínas de la mucosa intestinal, 

desprotegiendo al epitelio intestinal que queda al descubierto frente a antígenos del lumen, lo 

que favorece la aparición de reacciones inflamatorias y alérgicas (Poirier et al., 2012). 

El resumen de los principales factores de virulencia se muestra en la Figura 8. 

 

Figura 8. Principales factores de virulencia de Blastocystis sp. (imagen propia). 

Una vez Blastocystis sp. accede al intestino grueso, se divide por fisión binaria y produce proteasas de 

cisteína (CP), las cuales le ayudan a evadir el sistema inmunitario por degradación de IgA del hospedador 

(1). Este protista es capaz de producir hidrolasas, como la fucosidasa, hexosaminidasa y β-galactosidasa 

que degradan la mucosa intestinal (2) facilitando la adherencia de Blastocystis sp. a las uniones 

intercelulares, donde pueden liberar CP y degradar proteínas de unión como ZO1 y claudinas, 

promoviendo una mayor permeabilidad epitelial (3). La alteración de las uniones intercelulares junto con 

una probable activación de la vía de la caspasa-3, puede dar lugar a la muerte celular programada 

(apoptosis) (4). Las CP en el compartimento intraepitelial pueden inducir la regulación positiva de las 

citoquinas proinflamatorias en monocitos/macrófagos (Mϕ) y linfocitos T (5) generando un estado 

proinflamatorio que se potencia por la inducción de producción de interleuquina 8 (IL-8) y factor 

estimulante de colonias de granulocitos-macrófagos (GM-CSF) por parte de los enterocitos, inducidas por 

las CP vía factor de transcripción nuclear kappa B (NF-κB), lo que desemboca en la quimiotaxis de 
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neutrófilos y polimorfonucleares (6). Existen otras proteasas producidas por Blastocystis sp., como 

proteasas de serina, que también desembocan en un aumento de citoquinas proinflamatorias (7). Por 

último, para facilitar la supervivencia de Blastocystis sp. en este entorno desfavorable, in vitro, se ha 

comprobado que es capaz de inhibir la producción de óxido nítrico (NO) por parte del hospedador 

mediante regulación negativa de la enzima óxido nítrico sintasa inducible (iNOS) (8). 

In vitro, se ha observado una diferente virulencia, con distinto grado de patogenicidad, en función 

del subtipo estudiado y del hospedador que infecta. En cuanto a los niveles de proteasas, en 

Blastocystis sp. obtenidos de heces de humanos, se ha encontrado una mayor actividad en ST6 

con respecto a ST1, ST2 y ST3, siendo la producción de proteasas por ST2 muy cercana a cero 

(Karamati et al., 2021), mientras que, en otro estudio, Blastocystis sp. ST7 aislado de pacientes 

mostraron una actividad de proteasa de cisteína aproximadamente dos veces mayor a ST4 

obtenido de ratas (Mirza & Tan, 2009).  

Se ha demostrado la capacidad de ST4 de producir alteraciones en la permeabilidad intestinal y 

apoptosis de células epiteliales intestinales derivadas de ratas (IEC-6), (Puthia et al., 2008), sin 

embargo, en células de adenocarcinoma colorrectal humano (CaCo-2) no parece causar este 

efecto (Wu et al., 2014), aunque demostró inducir la producción de IL-8 en células epiteliales 

colónicas humanas T84 (Puthia et al., 2008). Por otro lado, en células CaCo-2, ST7 sí que provoca 

muerte celular y una alteración de la integridad de las proteínas de uniones intercelulares 

estrechas ZO-1 produciendo un aumento de la permeabilidad intestinal (Wu et al., 2014). De 

forma similar, en un modelo celular CaCo-2, Blastocystis sp. ST7 provocó la inhibición de la 

producción de NO, mientras que ST4 no logró hacerlo (Mirza et al., 2011).  

La capacidad invasiva de Blastocystis sp. se ha confirmado en modelos en animales, hallando 

niveles elevados de hialuronidasa en orina de ratas infectadas por este protista, lo que sugiere 

que es capaz de invadir y penetrar en el intestino de este hospedador (Chandramathi et al., 2012), 

y observando directamente, mediante estudios histológicos, la adherencia de cepas ST1 a la 

lámina propia del intestino de las ratas, donde genera úlceras y edema de la mucosa (Li et al., 

2013). Sin embargo, se desconoce si estos procesos ocurren en humanos in vivo (Stensvold et 

al., 2020). 

En conjunto, estas observaciones sugieren que existen diferencias en la virulencia de los 

subtipos según el hospedador, con diferentes interacciones hospedador-protista durante la 

colonización e infección, lo que podría modular la producción de distintos factores de virulencia 

por Blastocystis sp., interviniendo en este proceso factores del hospedador propuestos en 

apartados anteriores, como el microambiente intestinal y la respuesta inmunitaria. Es por ello 
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que, actualmente, los mecanismos por los que Blastocystis sp. produce su patogénesis en 

humanos no están completamente definidos. 

1.1.8. Diagnóstico 

1.1.8.1. Cultivo 

El método de referencia o gold standard para el diagnóstico de Blastocystis sp. es el cultivo 

xénico, siendo el medio de Jones modificado (medio líquido monofásico) el más comúnmente 

utilizado (Shaw et al., 2025). Desde que Zierdt y Williams en el año 1974 consiguieran cultivar 

aislados de Blastocystis sp. libres de otros organismos contaminantes (Zierdt & Williams, 1974), 

se han propuesto numerosos métodos y modificaciones para lograr cultivos axénicos de 

Blastocystis sp. (Mei et al., 2024), considerándose este proceso un reto todavía hoy en día, con 

únicamente tres subtipos axenizados con éxito hasta la fecha (ST1, ST4 y ST7) (Shaw et al., 2025). 

El cultivo presenta una sensibilidad más alta que la microscopía, sin embargo, requiere un mayor 

tiempo de procesamiento y recursos humanos, ya que es necesario un proceso de incubación, 

que puede extenderse hasta varios días para alcanzar el crecimiento óptimo del protista (Zierdt 

& Swan, 1981; Lanuza et al., 1997; Padukone et al., 2018). A su vez, las condiciones de 

incubación deben garantizar los requerimientos para el correcto aislamiento de Blastocystis sp., 

necesitando de un ambiente anaeróbico con una temperatura de 37 °C (Mei et al., 2024; Shaw et 

al., 2025). Finalmente, para confirmar los cultivos positivos es necesario combinar esta técnica 

con otra, como la microscopía óptica. 

Debido a estos motivos, el cultivo no suele emplearse en la práctica clínica habitual siendo 

sustituido por otra metodología más tiempo-eficiente, como la microscopía óptica o técnicas de 

biología molecular. Sin embargo, los métodos de cultivo son ampliamente utilizados en el ámbito 

de la investigación, ya que proporcionan microorganismos viables para estudios morfológicos, 

fisiológicos y genéticos. 

1.1.8.2. Microscopía óptica 

A pesar de los avances en métodos de diagnóstico parasitario, todavía, hoy en día, la 

microscopía óptica sigue siendo el método más empleado en la rutina de los laboratorios. Esta 

herramienta ha sido empleada durante décadas como único método de diagnóstico y, aunque 

en muchos laboratorios se han implementado técnicas moleculares para la detección, a 
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menudo algunos resultados aún requieren confirmación por microscopía, por ejemplo, ante la 

presencia de inhibidores en heces o sospecha de contaminación cruzada (Ruenchit, 2021). 

El principal motivo por el que la microscopía óptica se sigue utilizando e imponiendo sobre el 

resto de las metodologías en la práctica clínica, es su bajo coste y mínimo equipamiento 

requerido, especialmente en las regiones económicamente desfavorecidas del mundo, donde el 

costo de los kits moleculares e inmunológicos sigue siendo prohibitivo (Momčilović et al., 2019). 

Además, se trata de un método más rápido que la técnica de referencia hasta el momento, el 

cultivo. Por otro lado, las desventajas de la microscopía son su baja especificidad y sensibilidad 

en comparación con métodos moleculares y con el cultivo, con la necesidad de contar con 

microscopistas altamente cualificados para evitar resultados erróneos (Yansouni et al., 2014; 

Ruenchit, 2021). 

Para la visualización al microscopio de Blastocystis sp. se puede emplear un frotis directo, 

preparado con la mezcla de una pequeña cantidad de heces y solución salina. Sin embargo, 

debido a la escasa cantidad de células por muestra empleada en la mezcla, la sensibilidad de 

esta opción es bastante baja.  La técnica de concentración de heces se realiza desde hace varias 

décadas; ya en 1948, Ritchie describía este método para conseguir recuperar los parásitos a 

partir de pequeñas cantidades de heces (≈ 2 cm3) consiguiendo un aumento en la sensibilidad 

con respecto a exámenes directos sin concentración (Ritchie, 1948; Young et al., 1979). Las 

modificaciones añadidas en los últimos años incluyen la adición de filtros que eliminan más 

artefactos, garantizando una visión más nítida al microscopio, y la sustitución de disolventes 

orgánicos tóxicos, como el acetato de etilo y el éter, por otros más seguros y que pueden 

emplearse en técnicas de biología molecular (Tenorio-Abreu et al., 2013; DeBurger et al., 2018). 

Además de la visión en fresco, existen tinciones que facilitan la visualización de las diferentes 

partes de la morfología de Blastocystis sp., como la tinción tricrómica modificada, que tiñe de 

color verdoso el cuerpo central y rojo brillante los cuerpos de inclusión en el citoplasma, o la 

tinción de yodo, que muestra los núcleos refráctiles al proporcionar un color pardo al glucógeno 

y citoplasma (Elghareeb et al., 2015). 

1.1.8.3. Métodos inmunológicos 

Las técnicas inmunológicas disponibles se basan en la detección de antígenos de Blastocystis 

sp. en heces mediante enzimoinmunoensayos (ELISA, Ensayo de Inmunoabsorción Ligado a 

Enzimas) y métodos de inmunofluorescencia directa (DFA) o indirecta (IFA). Existen kits 
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comerciales, siendo los más utilizados el coproELISA™ Blastocystis (Savyon Diagnostics, 

Ashdod, Israel), ELISA que cuenta con una mezcla de anticuerpos policlonales de conejo con 

especificidad para los subtipos de Blastocystis sp. ST1, 2, 3 y 5; y el Blasto-Fluor (Antibodies Inc., 

Davis, CA, EE. UU.), técnica de IFA que presenta anticuerpos preparados a partir de antígeno de 

Blastocystis sp. ST3 (Dogruman-Al et al., 2010; Dogruman-Al et al., 2015). 

Estas técnicas aportan resultados en apenas una hora, en lugar de los 3 a 4 días necesarios para 

el cultivo. Además, no necesitan de personal altamente cualificado para identificar Blastocystis 

sp., como ocurre con la microscopía óptica (Dogruman-Al et al., 2010). Algunos autores han 

evaluado estos kits comerciales obteniendo sensibilidades y especificidades próximas ≈ 90%, 

muy superiores a las reportadas en microscopía óptica (Dogruman-Al et al., 2010; Dogruman-Al 

et al., 2015). Sin embargo, debido a que existe un escaso número de estudios que muestren su 

efectividad, además de que no se ha definido con precisión el rango de subtipos que pueden 

detectar, actualmente, el uso de métodos inmunológicos para el diagnóstico de Blastocystis sp. 

no se encuentra muy extendido (Stensvold & Clark, 2016a). 

1.1.8.4. Biología molecular 

Para la identificación y caracterización molecular de Blastocystis sp. se emplean genes 

ribosomales, incluyendo regiones del espaciador transcrito interno (Internal Transcribed Spacer, 

its) y siendo el marcador de elección el gen codificante del ARN de la subunidad pequeña 

ribosomal (ssu ADNr). El gen ssu ADNr es multicopia, lo que proporciona una cantidad de ADN 

diana inicial lo suficientemente alto como para garantizar una buena sensibilidad de las técnicas 

de PCR, además, a pesar de ser un gen conservado, presenta regiones hipervariables que 

permiten la diferenciación tanto de los subtipos como de sus variantes alélicas. El principal 

inconveniente de esta diana es que debido a que sus secuencias nucleotídicas están 

relativamente bien conservadas entre especies evolutivamente cercanas, pueden aparecer 

falsos positivos con amplificaciones inespecíficas, necesitando en algunos casos la 

confirmación de la identificación por microscopía óptica o secuenciación (Dacal et al., 2020). 

La secuencia completa de este gen ssu ADNr es de 1800 pb, sin embargo, se han descrito 

cebadores que engloban regiones de 500-600 pb (conocidas como “códigos de barras”) con 

secuencias altamente variables que permiten la detección y el análisis filogenético de 

Blastocystis sp. a partir de una única PCR convencional y posterior secuenciación (Scicluna et 

al., 2006; Santín et al., 2011; Stensvold & Clark, 2020), de tal forma que, además de para la 

identificación, estas muestras de ADN también se pueden emplear para el subtipado de 
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Blastocystis sp., lo que permite la evaluación de su diversidad genética (Stensvold & Clark, 

2016a). 

Encontramos otros tipos de PCR, como las PCR con cebadores dirigidos frente a “Sitios 

Etiquetados por Secuencia” (Sequence-Tagged Sites, STS), secuencias cortas y específicas de 

un subtipo u otro que permiten, a partir de una única PCR, la tipificación y detección de 

infecciones mixtas, sin precisar de secuenciación (Yoshikawa et al., 2004b). Sin embargo, se 

necesitan de cebadores específicos para cada subtipo y ha demostrado una sensibilidad 

moderada (Stensvold, 2013). 

En el año 2008 se presentó la primera PCR semicuantitativa en tiempo real (qPCR) para el 

diagnóstico de Blastocystis sp. Esta qPCR presentaba una sonda FRET (Transferencia de Energía 

de Resonancia de Förster) que amplificaba una secuencia de 152 pb de una región no 

caracterizada del genoma de Blastocystis sp. ST1, ST3 y ST4 (Jones et al., 2008). Años después, 

se ampliaron estas dianas abarcando la identificación de ST1 a ST9, con el desarrollo de técnicas 

de qPCR con sondas SYBR green (Poirier et al., 2011) y sondas de hidrólisis TaqMan (Stensvold et 

al., 2012a), con especificidades del 95% y 100%, respectivamente.  

En los últimos años, se han desarrollado ensayos de PCR múltiple en tiempo real (qPCR) que 

permiten la detección simultánea de varios parásitos entéricos, lo que supone una gran ventaja 

para los laboratorios clínicos, proporcionando rapidez, con una relativa sencillez de manejo y 

manteniendo la elevada sensibilidad de las técnicas de qPCR (Dacal et al., 2020). Algunos de los 

kits comerciales más empleados en la práctica clínica son Allplex™ GI-Parasite Assay (Seegene, 

Seúl, Corea del Sur) (Autier et al., 2020), EasyScreen™ Gastrointestinal Parasite Detection Kit 

(Genetic Signatures, Nueva Gales del Sur, Australia) (Stark et al., 2014) y NanoCHIP® 

Gastrointestinal Panel (GIP) (Savyon Diagnostics, Ashdod, Israel) (Ken Dror et al., 2016), todos 

ellos demostrando una sensibilidad próxima al 100%, muy superior a la microscopía óptica. 

Las principales desventajas de estas técnicas de biología molecular son su elevado coste, y la 

imposibilidad de diferenciar organismos viables de no viables o el estudio de la morfología. 

1.2. GIARDIA INTESTINALIS 

1.2.1. Descripción histórica, taxonomía y filogenia 

Giardia intestinalis (también denominada Giardia lamblia y Giardia duodenalis) es un 

microorganismo unicelular flagelado descrito por primera vez en 1681 por Antonie van 
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Leeuwenhoek quien, tras examinar al microscopio sus propias heces diarreicas, identificó 

organismos móviles que encajaban con la descripción de este enteroparásito (Adam, 2001). Las 

primeras características morfológicas datan del año 1859, plasmadas por un dibujo realizado 

por Vilém Dušan Lambl sobre las formas observadas en heces de un niño (Figura 9) (Lipoldová, 

2014), denominando a Giardia como Cercomonas intestinalis (Lipoldová, 2014; Adam, 2001).  

 

Figura 9. Primer dibujo de las características microscópicas de Giardia intestinalis realizado por 

Vilém Dušan Lambl en el año 1859 (Lambl, 1859; Lipoldová, 2014). 

Después de este año, se han propuestos numerosas nomenclaturas para G. intestinalis. En el 

año 1882, Johann Künstler, tras describir un organismo flagelado en el intestino de renacuajos 

de anuros, empleó por primera vez el término Giardia como nombre de género, en honor a Alfred 
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Mathieu Giard, zoólogo francés especialista en parasitología. En 1888, Raphael Anatole Émile 

Blanchard modificó este nombre a Lamblia intestinalis, que Charles Wardel Stiles luego 

renombró como Giardia intestinalis en 1902 y Giardia lamblia en 1915 para conmemorar el 

trabajo de Alfred Mathieu Giard y Vilém Dušan Lambl (Lipoldová, 2014; Adam, 2001). Hoy en día, 

se aceptan las denominaciones G. lamblia, G. intestinalis o G. duodenalis como especie capaz 

de provocar infección en humanos. 

Giardia intestinalis se considera un organismo unicelular flagelado y microaerofílico con la 

siguiente taxonomía y clasificación (Ryan et al., 2021): 

• Reino: Protista, Protozoa, Supergrupo Excavata 

• Filo: Sarcomastigophora 

• Subfilo: Mastigophora 

• Clase: Zoomastigophorea 

• Orden: Diplomonadida 

• Familia: Hexamitidae 

• Subfamilia: Giardiinae 

• Género: Giardia 

• Especie: G. lamblia, G. intestinalis o G. duodenalis. 

Además de la especie G. intestinalis, dentro de este género encontramos otras especies. Previo 

al año 1952, se llegaron a describir hasta 51 especies erróneas basadas en una equívoca 

especificidad de cada una de ellas por un hospedador, nombrando por ejemplo G. equi en 

caballos o G. canis en perros (Ryan et al., 2021). No fue hasta este año 1952, cuando Francis 

Patrick Filice consolidó estos nombres en tres especies únicas, G. intestinalis, G. muris y G. 

agilis, basándose en características morfológicas de los trofozoítos del enteroparásito, 

específicamente en la forma y disposición de las estructuras microtubulares presentes en los 

cuerpos medios (Filice, 1952). A partir de este momento se emplearon estos criterios para la 

clasificación de Giardia spp., llegándose a describir hasta siete especies distintas, G. intestinalis 

aislada en mamíferos, incluyendo el ser humano (Lambl, 1859), G. agilis en anfibios (Künstler, 

1882), G. varani en lagartos (Varanus niloticus) (Lavier, 1923), G. ardeae y G. psittaci en aves 

(Filice, 1952), G. microti y G. muris en roedores (Filice, 1952). Actualmente, el análisis de 

secuencias en múltiples locus ha permitido un aumento del número de especies descritas, 

alcanzando un total de nueve identificadas hasta la fecha (Ryan et al., 2021), añadiendo al listado 

anterior G. peramelis, aislado de bandicuts australianos (Isoodon obesulus) (Hillman et al., 

2016) y G. cricetidarum de hámsteres (Lyu et al., 2018). 
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1.2.2. Ciclo biológico y mecanismos de transmisión 

Giardia intestinalis es un protozoo microaerofílico capaz de colonizar el intestino delgado 

proximal (duodeno y yeyuno) del ser humano y otras especies de vertebrados, principalmente 

mamíferos. El ciclo de vida de G. intestinalis es monoxeno y consta de dos etapas, quiste como 

forma infectiva y trofozoíto como forma de reproducción, el cual, aunque también aparece en las 

heces de los hospedadores infectados, no es capaz de sobrevivir en el medio ambiente 

(Einarsson et al., 2016; Vivancos et al., 2018; Leung et al., 2019) (Figura 10). 

 

Figura 10. Vía de transmisión y formas morfológicas de Giardia intestinalis (CDC, 2024). 

La vía de transmisión de este parásito es fecal-oral, de forma indirecta tras el consumo de agua 

o alimentos contaminados con quistes de Giardia, o de forma directa por el contacto con 

personas o animales infectados (Figura 10) (Einarsson et al., 2016; Vivancos et al., 2018; Leung 
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et al., 2019; Ryan et al., 2021; Centro para el Control y Prevención de Enfermedades [CDC], 

2024). En los países industrializados, la vía de transmisión predominante es antroponótica de 

forma indirecta y, en menor medida, directa. Sin embargo, se han propuesto animales 

domésticos y salvajes como posibles reservorios, encontrando variantes genéticas de animales 

en humanos y viceversa, lo que, además, confirma la existencia de transmisión zoonótica inversa 

(Martínez-Díaz et al., 2011; Dado et al., 2012b; Köster et al., 2021b; Zajaczkowski et al., 2021; 

Rego et al., 2023). Solo en los Estados Unidos, entre 1971 y 2011, se notificaron 242 brotes, 

principalmente debido a la transmisión indirecta por agua (74,8%) y alimentos (15,7%), pero 

también a la transmisión directa de persona a persona (2,5%) y, en menor medida, al contacto 

con animales (1,2%) (Adam et al., 2016). En España, el aislamiento de G. intestinalis de frutas, 

verduras y agua de riego, demuestra la contaminación ambiental con un potencial foco de 

infección humana de forma indirecta (Amorós et al., 2010; Moreno-Mesonero et al., 2022; Trelis 

et al., 2022; Moreno-Mesonero et al., 2023). 

Tras la ingesta de quistes maduros, debido a su exposición con el ácido gástrico, la bilis y 

proteasas pancreáticas en el duodeno, se produce la disolución de la pared quística liberando 

excitoítos tetranucleados que se transforman rápidamente en dos trofozoítos móviles 

binucleados (4n, dos núcleos diploides). Estos trofozoítos son capaces de adherirse a la 

superficie apical de los enterocitos del intestino delgado (especialmente el duodeno y yeyuno) 

donde proliferan mediante fisión binaria longitudinal, con un tiempo de duplicación de 9 a 12 

horas. La predilección por esta zona del intestino es debido a que este parásito requiere una alta 

concentración de nutrientes para sobrevivir, principalmente aquellos que no puede sintetizar por 

sí mismo, como el colesterol, elemento fundamental para la biogénesis de sus membranas y el 

proceso de enquistamiento. Es durante la etapa de trofozoíto cuando se desencadenan los 

síntomas clínicos, como resultado del daño producido en la mucosa intestinal (Einarsson et al., 

2016; Vivancos et al., 2018; Leung et al., 2019).  

Estos trofozoítos pueden desprenderse de las microvellosidades y avanzar por el intestino hasta 

el colon, donde se enquistan de nuevo debido a encontrase en un ambiente desfavorable con 

escasez de nutrientes. Se produce un desmantelamiento del citoesqueleto del trofozoíto, la 

célula se redondea y se sintetizan proteínas y azúcares que serán los componentes de la pared 

quística, acumulándose en vesículas específicas formadas por un sistema similar al aparato de 

Golgi (Thomas et al., 2021). Durante este proceso se producen dos ciclos de replicación 

cromosómica y un ciclo de división nuclear, lo que da como resultado un quiste maduro con 

cuatro núcleos, cada uno de los cuales es 4n (Adam, 2021), con una capa glicoproteíca como 
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pared quística que brinda protección contra los factores ambientales, permitiendo que el 

parásito sobreviva durante semanas en ambientes húmedos y frescos. Estos quistes pueden ser 

inmediatamente infecciosos tras excretarse por las heces (Einarsson et al., 2016; Vivancos et al., 

2018; Leung et al., 2019). 

1.2.3. Morfología 

1.2.3.1. Trofozoíto 

Los trofozoítos de Giardia intestinalis tienen morfología piriforme y miden aproximadamente de 

12 a 15 μm de largo y de 5 a 9 μm de ancho (Adam, 2001; Adam, 2021). Se muestran dorsalmente 

convexos y presentan una concavidad ventral denominada disco ventral que es el orgánulo 

responsable de la adhesión del parásito al epitelio intestinal. Muestra dos núcleos dispuestos 

simétricamente en la mitad anterior del parásito, a cada lado de la línea media o axostilo, sin 

nucléolos, con un gran cariosoma central (Figura 11). Estos núcleos presentan una cantidad muy 

similar de ADN, siendo prácticamente idénticos y se replican aproximadamente al mismo 

tiempo (Adam, 2001). 

 

Figura 11. Morfología del trofozoíto de G. intestinalis. 

a.   Se muestra en detalle las partes del trofozoíto de G. intestinalis (Modificada de: CDC, 2024).  

b.   Trofozoíto de G. intestinalis en una preparación en fresco teñida con yodo (CDC, 2024). 

El citoesqueleto, compuesto principalmente por heterodímeros de α- y β-tubulina, incluye los 

cuerpos medios, cuatro pares de flagelos (anterior, posterior, caudal y ventral) y el disco de 

succión ventral. Asociados a este citoesqueleto encontramos más de 300 proteínas como la β-

giardina, anexinas y quinasas NIMA (NEK). Este citoesqueleto participa en la motilidad, la 

adhesión al hospedador, el transporte intracelular, la mitosis y la división celular, el 

enquistamiento y el desenquistamiento del parásito, marcando la transición de la forma 
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patogénica de trofozoíto a la forma de resistencia y transmisible de quiste (Einarsson et al., 2016; 

Hagen et al., 2020).  

Los flagelos proporcionan la motilidad a los trofozoítos y, además, junto con el disco ventral, los 

flagelos ventrales parecen intervenir en la adhesión al epitelio intestinal, generando una fuerza 

hidrodinámica que favorece la succión por parte del disco (Adam, 2021). Estos flagelos pueden 

ser visibles en preparaciones en fresco (Figura 11). 

Los cuerpos medios se localizan debajo de los núcleos, con forma cilíndrica dispuesta 

transversalmente en el citoplasma, formando una "sonrisa torcida" (Figura 11). Sus funciones 

son desconocidas, con hipótesis que apuntan a que actúan como reservorios de subunidades 

de tubulina para la citocinesis, participando en la organización del citoesqueleto (Adam, 2001; 

Adam, 2021). 

En el citoplasma también se encuentran vacuolas lisosomales que contienen hidrolasas, así 

como gránulos ribosómicos y de glucógeno (Adam, 2001). Aunque estos trofozoítos carecen de 

algunos orgánulos típicos de las células eucariotas convencionales, presentan otros similares, 

como el mitosoma (vestigios de mitocondrias) y un sistema de transporte con muchas de las 

características del aparato de Golgi, que se hace visible en los trofozoítos durante el proceso de 

enquistamiento, encargado de formar vesículas específicas claves para este proceso (Adam, 

2021). 

1.2.3.2. Quiste 

Los quistes de G. intestinalis presentan una forma elipsoidal, con un tamaño que oscila entre 7 

y 10 μm de longitud y 5 y 8 μm de ancho. Poseen una pared quística de 0,3-0,5 µm de espesor 

que se observa refráctil bajo microscopía óptica (Figura 12), compuesta de una capa filamentosa 

externa y una capa membranosa interna (Adam, 2001). Esta pared presenta una estructura 

fibrilar formada por fibrillas de homopolímero de N-acetilgalactosamina (GalNAc), 

monosacárido derivado de la glucosa. Este homopolímero contiene enlaces β-1,3, 

proporcionando una estructura rígida y resistente. Para mantener la integridad estructural, 

encontramos, al menos, 3 proteínas de la pared del quiste (CWP1, CWP2 y CWP3) compuestas 

por repeticiones ricas en leucina y una región rica en cistina en su extremo C terminal, que 

proporcionan la unión a GalNAc y completan la estructura tridimensional de la pared quística 

(Chatterjee et al., 2010).  
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Figura 12. Morfología del quiste de G. intestinalis. 

a.   Se muestran en detalle las partes del quiste de G. intestinalis (Modificada de: CDC, 2024).  

b.   Imagen propia obtenida a partir de microscopía óptica de concentrado de heces de humanos donde 

se observan diversos quistes de G. intestinalis (flechas). 

En el citoplasma granular se encuentran cuatro núcleos en los quistes maduros y dos en los 

prequistes o quistes inmaduros, que habitualmente se localizan en un extremo del quiste. El 

cariosoma nuclear puede tener una posición central o excéntrica. En este citoplasma también 

encontramos cuerpos medios, axonemas flagelares asociados a dos láminas de microtúbulos, 

otros microtúbulos que conforman fragmentos del disco ventral del trofozoíto, además de 

numerosos ribosomas y vacuolas. Sin embargo, no existen mitocondrias, ni aparato de Golgi 

(Sheffield & Bjorvat, 1977). Varias de estas formas son fácilmente identificables en el 

microscopio óptico (Figura 12). Los quistes tienen una actividad metabólica equiparable a 

únicamente el 10-20% de la de los trofozoítos (Adam, 2001; Adam, 2021). 

1.2.4. Diversidad genética 

Además de las 9 especies del género Giardia spp., encontramos diferentes genotipos 

(assemblages en inglés) dentro de la especie G. intestinalis. Entre los años 1985 y 1993, 

mediante análisis de antígenos de superficie y polimorfismo de longitud de fragmentos de 

restricción (RFLP) del ADN se establecieron cuatro grupos de G. intestinalis (Ryan et al., 2021). 

Posteriormente, en 1999, mediante análisis filogenético analizando cuatro locus (fragmentos de 

los genes que codifican para la enzima Glutamato deshidrogenasa (gdh), Triosa fosfato 

isomerasa (tpi), el Factor de elongación 1-alfa (ef1-α) y la subunidad menor del ARN ribosómico 

(ssu ADNr)) se examinaron las relaciones filogenéticas renombrando a los grupos I y II como 

genotipo A y los grupos III y IV como genotipo B (Monis et al., 1999). Actualmente, se conocen 

hasta 8 genotipos diferentes de G. intestinalis que presentan cierta especificidad de especie, 

b. a. 

Núcleo

Pared 
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incluidos los genotipos C y D aislados principalmente en perros, genotipo E asociado al ganado, 

F de gatos, G de roedores y H detectado en diferentes animales salvajes como focas y gaviotas 

(Monis et al., 2009; Adam, 2021; De Pablos & Sotillo, 2021; Ryan et al., 2021). 

Prácticamente la totalidad de infecciones de G. intestinalis en humanos son causadas por los 

genotipos A y B (Zajaczkowski et al., 2021). No obstante, el genotipo E se ha identificado en hasta 

50 casos humanos en diversos países alrededor del mundo (Cacciò et al., 2018; Ryan et al., 

2021), mientras que los genotipos C, D, F y G se han reportado esporádicamente en humanos 

(Gelanew et al., 2007; Sprong et al., 2009; Feng & Xiao, 2011; Higuera et al., 2020; Sarria-Guzmán 

et al., 2022). Por otro lado, aunque los genotipos A y B están asociados a los humanos, también 

se han encontrado en una gran diversidad de especies animales como otros primates, ganado, 

perros, gatos, pollos, ungulados salvajes y mesocarnívoros, roedores, marsupiales e incluso 

mamíferos marinos (Adam, 2021; De Pablos & Sotillo, 2021).  

Gracias al avance en el empleo de herramientas de genotipificación y el estudio de múltiples 

locus, como el gen codificante para la proteína β-giardina (bg) y las enzimas GDH y TPI (gdh y tpi), 

se han encontrado numerosas variantes genéticas dentro de los genotipos, subdividiendo los 

genotipos A y B en 5 subgenotipos (subassemblages en inglés): AI, AII, AIII, BIII y BIV (De Pablos 

& Sotillo, 2021; Ryan et al., 2021; Zajaczkowski et al., 2021; Chang et al., 2023). 

La identidad de secuencia de nucleótidos entre los genomas de los distintos genotipos varía en 

función de los genotipos comparados. Curiosamente, existe una mayor diferencia filogenética 

entre los genotipos humanos, A y B, en los que encontramos una identidad de 77%, que entre 

estos genotipos humanos y algunos otros genotipos de animales, como entre A y E, en los que 

esta cifra aumenta hasta un 87% (Jerlström-Hultqvist et al., 2010a; Adam et al., 2013; Cacciò et 

al., 2018; Adam, 2021); esto repercute en los aminoácidos codificados por cada genotipo, siendo 

ortólogos conservados el 90% entre el genotipo A y E, y únicamente el 78% entre el genotipo A y 

B (Cacciò et al., 2018). El genotipo A se encuentra más próximo filogenéticamente a los 

genotipos E y F, mientras que el genotipo B tiene una mayor relación con los genotipos C y D 

(Monis et al., 1999; Monis et al., 2009; De Pablos & Sotillo, 2021; Wielinga et al., 2023). Además, 

al comparar diferentes secuencias de distintos genotipos, se observaron distintos índices de 

heterogeneidad alélica, siendo, por ejemplo, 10 veces mayor en los genotipos B, C y D que en los 

genotipos A y E (Cacciò et al., 2018; Kooyman et al., 2019). 

Debido a ello, en los últimos años se ha propuesto separar en diferentes especies los distintos 

genotipos e incluso subgenotipos de G. intestinalis que infectan a los humanos, planteando 
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renombrar el subgenotipo AI como Giardia duodenalis, el subgenotipo AII como Giardia 

intestinalis y el genotipo B como Giardia enterica (Wielinga et al., 2023), aunque esta nueva 

clasificación todavía sigue en debate. 

Los subgenotipos AII, BIII y BIV se encuentran predominantemente en humanos y mantienen una 

transmisión antroponótica (Zajaczkowski et al., 2021), aunque también han sido aislados en 

otros animales (Monis et al., 2009; Inpankaew et al., 2014; Gil et al., 2017; Zhang et al., 2020a). 

Por otro lado, el subgenotipo AI es potencialmente zoonótico, aislado con mayor frecuencia en 

el ganado y mascotas (Sprong et al., 2009). En el caso de AIII, existen reportes episódicos en 

humanos (De Lucio et al., 2015; Costache et al., 2020; Garcia-R et al., 2021), manteniéndose 

principalmente restringido a animales rumiantes salvajes (Cacciò et al., 2008; Feng & Xiao, 2011; 

Zajaczkowski et al., 2021). La distribución de los hospedadores de los diferentes 

genotipos/subgenotipos se muestra en la Figura 13 (Monis et al., 2009; Sprong et al., 2009; 

Lebbad et al., 2010; Reboredo-Fernández et al., 2015; Wielinga et al., 2023). 

 

Figura 13. Distribución de los genotipos y subgenotipos de G. intestinalis según sus principales 

hospedadores (elaboración propia). 

Los genotipos/subgenotipos que han sido aislados en el ser humano se muestran con fondo blanco, 

mientras que el genotipo H, con fondo gris, es exclusivo de animales. Se muestran en azul los principales 

hospedadores a los que se asocia cada genotipo/subgenotipo, mientras que en gris aparecen otros 

hospedadores secundarios en los que se han aislado. 
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1.2.5. Epidemiología y prevalencia 

Se estima que cada año aproximadamente 280 millones de personas en todo el mundo se ven 

afectadas por Giardia intestinalis. La prevalencia oscila entre el 2-7% en los países 

industrializados y el 20-30% en los países en vías de desarrollo, siendo los más afectados 

niños/as entre 2 y 12 años (Carmena et al., 2012; Leung et al., 2019; Hajare et al., 2022). 

Existen reportes epidemiológicos anuales emitidos por el Centro Europeo para la Prevención y el 

Control de Enfermedades (European Centre for Disease Prevention and Control (ECDC)), en los 

que se estudia la epidemiología y factores sociodemográficos de los casos de G. intestinalis 

documentados por 22 estados miembros de la Unión Europea (UE), además de Islandia y 

Noruega. En el último informe emitido en el año 2024, donde se analizan los datos de 2022, se 

reportaron 10.894 nuevos casos, siendo España el país en el que más casos confirmados se 

comunicaron (3298), representando el 30,3% del total, con 7,6 casos por cada 100.000 

habitantes, únicamente superando esta cifra Luxemburgo (18,9 casos/100.000 habitantes) y 

Bélgica (13,0 casos/100.000 habitantes) (Centro Europeo para la Prevención y el Control de 

Enfermedades [ECDC], 2024).  

Mientras que en Suecia e Islandia más del 70% de los casos documentados están asociados a 

viajes fuera del país, en el resto de los países (incluida España) la adquisición del parásito es 

predominantemente local. Esto respalda la hipótesis planteada en estudios recientes, según la 

cual una proporción significativa de los casos en países industrializados se debe a una 

transmisión autóctona influenciada por factores de riesgo locales, dejando atrás la 

consideración de G. intestinalis como un parásito exclusivamente asociado a viajes a países 

endémicos (Azcona-Gutiérrez et al., 2017; Zajaczkowski et al., 2021). 

En España, la giardiosis es una enfermedad de declaración obligatoria. Desde el año 2015, la 

mayor parte de las Comunidades Autónomas (CCAA) han incorporado la detección de G. 

intestinalis en sus circuitos de vigilancia epidemiológica, reportando en la Red Nacional de 

Vigilancia Epidemiológica (RENAVE) los casos obtenidos en los servicios de Salud Pública, datos 

a partir de los cuales se genera cada año un informe epidemiológico sobre la situación de la 

giardiosis en nuestro país. En total, participan en esta vigilancia quince CCAA y las ciudades 

autónomas de Ceuta y Melilla. Es importante reseñar que no todas las CCAA notifican 

regularmente, ya que, aunque existe RENAVE, cada comunidad gestiona la recogida y envío de 

datos de forma independiente. A esto hay que sumarle la existencia de factores, como casos 

asintomáticos, que llevan a que los datos oficiales reflejen solo una parte de la prevalencia real, 
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probablemente más alta de la actualmente reportada (Aparicio & Díaz-Cirujano, 2021). Desde el 

año 2017 hasta 2019 el número de casos notificados aumentó un 49,5% (2991 casos en 2017, 

3566 casos en 2018 y 4361 casos en 2019). Debido a la pandemia por COVID-19, este aumento 

se detuvo con un retroceso hasta los 1679 casos detectados en 2021. En 2022, fecha del último 

informe publicado hasta la fecha, se volvió a observar un repunte, alcanzando los 3298 pacientes 

infectados (Centro Nacional de Epidemiología, Instituto de Salud Carlos III [CNE-ISCIII], 2023).  

El ligero aumento de casos con los años puede deberse a diversos factores, desde una mayor 

incidencia de esta parasitosis en nuestro país hasta cambios en la metodología diagnóstica 

empleada en los laboratorios clínicos, tales como modificaciones en los protocolos de cribado 

o un incremento del empleo de técnicas con mayor sensibilidad, como la biología molecular.  

En distintos estudios llevados a cabo en España se observan grandes diferencias en la 

prevalencia de G. intestinalis según la edad de la población a estudio, la presencia de 

enfermedades gastrointestinales de base o el uso de diferentes técnicas diagnósticas (Tabla 3).  

El empleo de técnicas de biología molecular, específicamente PCR a tiempo real (qPCR), 

consigue detectar más casos de G. intestinalis (17,8% ± 13,4) que la microscopía (6,3% ± 4,9). 

Estos datos muestran una alta desviación estándar lo que podría indicar que la prevalencia varía 

según la población a estudio. Se reporta un mayor porcentaje de positivos en pacientes con 

trastornos gastrointestinales crónicos (Cifre, 2021) y en edades pediátricas (Mateo et al., 2014; 

Muadica et al., 2020; Ara-Montojo et al., 2021; Köster et al., 2021a; Bayo et al., 2022; Hernández-

Castro et al., 2023b), con valores homogéneos en estudios llevados a cabo en niños/as 

asintomáticos de la misma ciudad (Madrid) durante diferentes periodos de tiempo (16,1% ± 1,9) 

(Muadica et al., 2020; Köster et al., 2021a; Hernández-Castro et al., 2023b).  

Además, cabe destacar que estudios realizados en diferentes regiones entre 1999 y 2013, 

empleando la microscopía como técnica diagnóstica, encontraron prevalencias similares en 

pacientes inmigrantes y pacientes españoles (Manzardo et al., 2008; González-Moreno et al., 

2011; Cobo et al., 2016), lo que sugiere de nuevo una alta transmisibilidad de este parásito entre 

la población local. No obstante, no se debe subestimar a G. intestinalis como posible etiología 

en pacientes con enfermedades asociadas a los viajes, ya que estudios de vigilancia en Europa 

y América del Norte lo posicionan como el protozoo intestinal más relacionado con el turismo, 

afectando al 3-4% de los retornados sintomáticos (Weitzel et al., 2024). En algunas zonas de 

España se ha encontrado G. intestinalis en un 13,7% de pacientes con diarrea del viajero 

(Zboromyrska et al., 2014). 
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Tabla 3. Prevalencia de Giardia intestinalis en diferentes regiones y poblaciones de España. 
Ciudad 

(Provincia) 
Periodo 

Población a 
estudio 

Técnica diagnóstica 
Prevalenc

ia (%) 
Referencia 

Madrid 
1980-
1983 

Pacientes 
ambulatorios y 
hospitalarios 

Microscopía 2,7 
Velasco et al., 
1984 

Barcelona 
1999-
2005 

Pacientes adultos 
ambulatorios 

Microscopía 3,9 
González-
Moreno et al., 
2011 

Barcelona 
2001-
2004 

Pacientes inmigrantes 
de Consulta de 

Medicina Tropical 
Microscopía 5,4 

Manzardo et 
al., 2008 

El Ejido (Almería) 
2004-
2013 

Pacientes de 
Consulta de Medicina 

Tropical 
Microscopía 4,6 

Cobo et al., 
2016 

Álava 2008 
Niños/as 

sintomáticos y 
asintomáticos 

Ag-ELISA (G. lamblia) * 
+ ICT (Crypto-Giardia) † 

3,1 Cardona et 
al., 2011 

Barcelona 2011-
2012 

Pacientes con diarrea 
del viajero 

qPCR xTAG® GPP ‡ 13,7 Zboromyrska 
et al., 2014 

Majadahonda 
(Madrid) 

2013 
Niños/as 

sintomáticos y 
asintomáticos 

Microscopía 15,6 Mateo et al., 
2014 

Madrid 

2014-
2017 

Pacientes pediátricos 

Microscopía + ICT 
(Crypto-Giardia) † 

8,4 
Ara-Montojo 
et al., 2021 2018-

2019 

Microscopía + qPCR 
Allplex Parasite 

(Seegene®) § 

Leganés (Madrid) 
2017-
2018 

Niños/as 
asintomáticos 

ssu ADNr qPCR 17,4 
Muadica et 
al., 2020 

Lleida 2019-
2021 

Pacientes pediátricos 
Microscopía 1,6 

Bayo et al., 
2022 qPCR Allplex Parasite 

(Seegene®) § 
7,0 

Valencia 2019 

Pacientes con 
malabsorción de 
fructosa/ lactosa 

Microscopía + ELISA 
indirecto in-house en 
saliva + ICT Crypto-

Giardia-Entamoeba ‖ 

26,5 Trelis et al., 
2019 

Individuos sanos 1,2 

Valencia 
2016-
2019 

Pacientes con TGC 

Microscopía 4,4 

Cifre, 2021 
ELISA indirecto in-

house en saliva (Trelis 
et al., 2019) 

45,8 

ssu ADNr qPCR 46,8 

Madrid No consta 
Niños/as 

asintomáticos 
ssu ADNr qPCR 14,0 

Köster et al., 
2021a 

Madrid 
2020-
2021 

Niños/as 
asintomáticos 

ssu ADNr qPCR 
2,5-31,6 

(17,0) 

Hernández-
Castro et al., 
2023b 

Valencia 2022 
Pacientes con 

obesidad mórbida 
qPCR Allplex Parasite 

(Seegene®) * 
8,7 

Caudet et al., 
2022b 

Valencia 2022 Reclusos Microscopía 12,0 Muñoz-Antoli 
et al., 2023 

ELISA: Ensayo de Inmunoabsorción Ligado a Enzimas; ICT: Inmunocromatografía; qPCR: Reacción en cadena de la 

polimerasa a tiempo real; TGC: Trastorno Gastrointestinal Crónico; *Giardia lamblia antigen-ELISA (Novatec 

Immunodiagnóstica GMMH, Dietzenbach, Alemania); † Stick Crypto-Giardia (Operon, Zaragoza, España); ‡ xTAG® 

Gastrointestinal Pathogen Panel (GPP) (Luminex Molecular Diagnostics, Toronto, Canada); § Allplex™ GI-Parasite Assay 

(Seegene, Seúl, Corea del Sur); ‖ Simple Crypto - Giardia-Entamoeba (Operon, Zaragoza, España). 
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En cuanto a la distribución de las variantes genéticas de G. intestinalis, a nivel global, las 

infecciones humanas son principalmente causadas por el genotipo B (≈ 58% de los casos) 

seguidas por el genotipo A (≈ 37%) (Einarsson et al., 2016). Más específicamente, el genotipo A 

parece ser más frecuente en América, mientras que el genotipo B lo es en Europa, África, Sudeste 

Asiático y Australia/Nueva Zelanda (Wielinga et al., 2023). Los subgenotipos AII, BIII y BIV son los 

más frecuentes en humanos, con predominancia de unos sobre otros según poblaciones y 

países. Dentro del genotipo B, los subgenotipos BIII y BIV parecen diferir por continentes, 

encontrando en África una predominancia de BIII, con cifras superiores al 80%, mientras que en 

Norteamérica BIV es más frecuente, con prevalencias de ≈ 86%. Sin embargo, en Europa, 

Latinoamérica y Australia suele haber distribuciones similares entre ambos subgenotipos de B 

(Sprong et al., 2009; Sarria-Guzmán et al., 2022). Por otro lado, a pesar de que a nivel global el 

subgenotipo AII es más frecuente en humanos que AI, en poblaciones de áreas rurales de 

Colombia y México, parece imponerse este último, siendo incluso el mayoritario de todos los 

subgenotipos (García-Cervantes et al., 2017; Sánchez et al., 2017); del mismo modo, en algunos 

países de Asia y en Australia también se encuentra AI con mayor frecuencia que AII (Sprong et 

al., 2009; Al-Mohammed, 2011; Thakur et al., 2021). 

En España, la mayor parte de los estudios posicionan el genotipo B como predominante 

(Sahagún et al., 2008; Goñi et al., 2010; Mateo et al., 2014; De Lucio et al., 2015; Gabín-García et 

al., 2017; Wang et al., 2019; Muadica et al., 2020,). El subgenotipo BIV es el más frecuentemente 

aislado, aunque con una elevada variabilidad entre estudios (50,2% ± 36,6). Le sigue AII con una 

frecuencia de 27,9% ± 19,8, mientras que el resto de subgenotipos presentan valores promedio 

inferiores al 5% (Mateo et al., 2014; De Lucio et al., 2015; Azcona-Gutiérrez et al., 2017; Muadica 

et al., 2020; Cifre, 2021; Hernández-Castro et al., 2023b). 

1.2.6. Patogenicidad y manifestaciones clínicas 

La giardiosis puede tener una manifestación clínica muy variable, con pacientes que desarrollan 

síntomas y otros que permanecen como portadores asintomáticos durante largos periodos de 

tiempo. La mayoría de las veces la sintomatología aparece 1 o 2 semanas después de la 

adquisición del parásito, siendo los síntomas más frecuentes la diarrea aguda o crónica, dolor 

abdominal, flatulencias, náuseas, vómitos y pérdida de peso. A pesar de que algunos pacientes 

presentan síntomas autolimitados con remisión espontánea, existen otros que desarrollan una 

enfermedad grave de larga duración que no responde al tratamiento habitual. Es de especial 

relevancia el aumento de la incidencia de estas giardiosis refractarias en los últimos años, donde 

muchos autores lo asocian a infecciones adquiridas en países asiáticos, como India (Nabarro et 
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al., 2015; Muñoz-Gutiérrez et al., 2013). La infección a largo plazo puede desembocar en la 

aparición de intolerancias a los carbohidratos (principalmente lactosa y fructosa), síndrome del 

intestino irritable (SII) y fatiga crónica; con autores que demuestran que tras la erradicación del 

parásito se mejoran estas patologías (Trelis et al., 2019). Además, en niños menores de dos años, 

incluso en aquellos que no presentan diarrea, pueden surgir complicaciones como 

malabsorción que deriva en deficiencia de micronutrientes esenciales, como el zinc, hierro o 

vitamina A, afectando al crecimiento y el desarrollo cognitivo adecuado (Einarsson et al., 2016; 

Zajaczkowski et al., 2021, Allain & Buret, 2020; Hagen et al., 2024).  

Giardia intestinalis también puede producir complicaciones extraintestinales mediadas por 

reacciones inmunológicas, incluyendo patologías oculares y retinianas (Corsi et al., 1998; 

Turnbull et al., 2013), artritis reactiva (Turner et al., 2021; Zeidler & Hudson, 2021) y alergias 

cutáneas e intestinales mediadas por inmunoglobulina E (IgE) (Allain & Buret, 2020). 

Esta amplia variabilidad en la presentación clínica de la giardiosis viene determinada por 

factores ambientales, del hospedador y del propio parásito, entre los que encontramos la 

diversidad genética de G. intestinalis, la dieta, el estado nutricional, la microbiota intestinal y el 

sistema inmunitario del hospedador (Einarsson et al., 2016; Allain & Buret, 2020; Zajaczkowski 

et al., 2021).  

La interacción de G. intestinalis con la microbiota bacteriana intestinal es bidireccional. Por un 

lado, existe microbiota capaz de controlar la colonización y establecimiento de este parásito en 

el intestino (Singer & Nash, 2000; Allain & Buret, 2020; Fekete et al., 2021), y, por otro, G. 

intestinalis puede modular la diversidad bacteriana.  

Modelos in vivo de giardiosis han revelado que la suplementación probiótica está asociada con 

potentes efectos inmunomoduladores, aumentando citoquinas antiinflamatorias e 

inmunoglobulinas IgA e IgG específicas frente a Giardia (Fekete et al., 2021). La interacción de G. 

intestinalis con Lactobacillus spp. ha sido estudiada en varias ocasiones, la presencia de ambos 

en el intestino delgado superior propicia la competencia de los dos microorganismos por los 

nutrientes disponibles. Además, estudios in vitro e in vivo han demostrado la capacidad de varias 

especies de lactobacilos de ejercer efectos citostáticos y/o citotóxicos contra los trofozoítos de 

Giardia, como el acúmulo de sales biliares desconjugadas o la secreción de bacteriocinas 

(Fekete et al., 2021). Se ha comprobado que la administración de Lactobacillus sp. a ratones 

antes o durante las infecciones por Giardia reducen la gravedad y la duración de la infección 
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(Goyal & Shukla, 2013), mientras que la colonización por Giardia es capaz de disminuir la 

población intestinal de Lactobacillus spp. (Caudet et al., 2022a; Bhatt et al., 2024).  

Varios estudios demuestran la remodelación de la microbiota intestinal tras la infección por G. 

intestinalis generando cambios de enterotipos (Toro-Londono et al., 2019; Berry et al., 2020; 

Mejia et al., 2020; Caudet et al., 2022a). Se ha comprobado que, además de modificar la 

concentración bacteriana, Giardia también puede inducir cambios funcionales en bacterias 

comensales. En un estudio se observó su capacidad para alterar la expresión de 172 genes en 

cepas no patógenas de Escherichia coli que se habían cultivado con trofozoítos de G. intestinalis, 

lo cual desembocó en la capacidad de esta bacteria de inducir la muerte del nematodo 

Caenorhabditis elegans (Gerbaba et al., 2015). 

El estado nutricional y la dieta del hospedador juega un papel importante en las patologías 

inducidas por Giardia (Allain & Buret, 2020). En un modelo murino se encontró que, si se 

sometían a los ratones a una dieta deficiente en proteínas, el parásito generaba un aumento de 

ácidos biliares primarios con daño de la barrera intestinal, además de evitar el aumento de peso 

en comparación con ratones alimentados con una dieta de control (Bhatt et al., 2024). Otro 

estudio reciente en ratones, también demostró que una dieta rica en grasas aumentaba la carga 

de trofozoítos de Giardia, donde los ácidos grasos ejercieron efectos pro-crecimiento; además, 

en ratones con esta dieta se provocaba un daño mayor en las células intestinales con alteración 

del moco y aumento de infiltración por células inflamatorias, junto con una modificación en la 

abundancia y diversidad de la microbiota, generando un aumento significativo de bacterias 

pertenecientes a los filos Bacteroides y Verrucomicrobia, y una disminución de bacterias del filo 

Firmicutes (Allain et al., 2021). 

Estas modificaciones producidas en la composición de la microbiota pueden influir en el 

desarrollo de los síntomas de la giardiosis. Por ejemplo, tras la infección se ha observado una 

disminución de la abundancia de genes de biosíntesis de vitamina B12 (cobalamina) por parte 

de la microbiota bacteriana, lo que podría contribuir al deterioro del crecimiento y el desarrollo 

en los niños/as (Mejia et al., 2020). Además, la suplementación con micronutrientes y 

oligoelementos en la infancia se ha asociado con una disminución en la frecuencia y gravedad 

de la diarrea, lo que indica que la intervención dietética podría ser, en parte, una estrategia 

terapéutica eficaz (Fekete et al., 2021). 

Por último, la diversidad genética de G. intestinalis también ha sido propuesta como posible 

factor en el desarrollo de la clínica. La gran diferencia en el genoma de los dos principales 
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genotipos que infectan a los seres humanos, A y B, implica diferentes repertorios de proteínas, 

algunas de las cuales actúan como factores de virulencia, como las proteínas variables de 

superficie (VSP) que cubren vesículas extracelulares (VE), claves para la evasión inmunitaria, y 

que son completamente diferentes entre ambos genotipos (Ma'ayeh & Brook-Carter, 2012; 

Cacciò et al., 2018). 

Varios son los estudios que establecen el genotipo B con un poder patogénico más evidente que 

el genotipo A. En jerbos, se ha comprobado que el genotipo B (aislado de referencia GS/E) 

provoca una infección más prolongada (hasta 42 días) que el subgenotipo AI (aislado WB) 

(Aggarwal & Nash, 1987). Otro estudio también llevado a cabo en jerbos demuestra que AI 

(aislado WB) y B (aislado GS/M-83-H7) provocan una patogenicidad mayor que AII y E, generando 

un daño más extenso en la mucosa y con más infiltración de células inflamatorias, además de 

producir cargas más altas de trofozoítos durante un período más largo (Bénéré et al., 2012). 

Mientras que, en ratones, el genotipo B (aislado GS/M) fue capaz de colonizar de forma más 

eficaz y causando signos patológicos más evidentes que el subgenotipo AI (aislado WB) 

(Solaymani-Mohammadi & Singer, 2011).  

Sin embargo, en casos clínicos en humanos existen discrepancias, con literatura que atribuye 

una clínica más exacerbada al genotipo B (Homan & Mank, 2001; Sahagún et al., 2008; Xiao & 

Feng, 2017; Wang et al., 2019; Zajaczkowski et al., 2021), y otros estudios que observan más 

síntomas gastrointestinales en pacientes parasitados por el genotipo A (Read et al., 2002; Aydin 

et al., 2004; Zajaczkowski et al., 2021). Una evaluación robusta de la posible asociación entre 

genotipos y sintomatología debe de llevarse a cabo mediante estudios de casos/controles con 

un tamaño muestral suficientemente representativo, siendo estos estudios en la actualidad muy 

escasos y con resultados dispares, encontrando en algunos casos el genotipo A como 

predominante en pacientes con diarrea y en otros sin relación entre la clínica y el genotipo 

(Haque et al., 2009; Messa et al., 2021). 

En España, se ha observado el genotipo B como predominante en pacientes hospitalarios 

(Sahagún et al., 2008; Goñi et al., 2010; De Lucio et al., 2015; Gabín-García et al., 2017), pero 

también en población asintomática (Muadica et al., 2020), por lo que es evidente que otros 

factores influyen en el desarrollo de la sintomatología, no exclusivamente la variante genética. 

Esta hipótesis se refuerza con las diferencias de virulencia observadas dentro de un mismo 

subgenotipo. Por ejemplo, algunos aislados del genotipo AI, como NF (obtenido de agua) y S2 

(obtenido de ovejas), lograron inducir apoptosis en células epiteliales duodenales humanas 
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mediante la activación de la caspasa-3; en cambio, otros aislados del mismo subgenotipo AI de 

origen humano, WB y Portland-1, no mostraron esta capacidad (Chin et al., 2002). De forma 

similar, un aislado de subgenotipo AI procedente de un perro en Brasil (BHFC1) mostró una 

multiplicación más rápida de sus trofozoítos en cultivo axénico en comparación con el aislado 

Portland-1 del mismo subgenotipo; sin embargo, en ratones infectados, BHFC1 presentó una 

menor tasa de formación de quistes en el intestino delgado (Coelho et al., 2017). Otro estudio en 

el que se comparaban aislados del subgenotipo AI de humanos sintomáticos (Bris/83/HEPU/106 

y Bris/91/HEPU/1279) con un aislado de otro subgenotipo AI en una cacatúa de cresta azufrada 

(Bris/95/HEPU/2041) demostró en modelos murinos que el aislado aviar era más virulento, 

generando una mayor carga parasitaria y provocando alteraciones fisiopatológicas más severas, 

incluyendo una mayor pérdida de peso en los ratones. Además, los animales infectados con la 

cepa aviar produjeron menores niveles de IgA e IgM anti-Giardia, pero mayores niveles de IgA 

sérica no específica en comparación con los infectados con las cepas humanas, lo que resalta 

que, además de la variante genética de G. intestinalis, el papel del hospedador es crucial en la 

respuesta inmunológica y la eliminación del parásito (Cacciò et al., 2018). 

En resumen, todavía no hay una explicación sencilla de por qué las infecciones por G. intestinalis 

manifiestan síntomas clínicos tan variables, pero los estudios apuntan a que el desarrollo de la 

enfermedad depende de un proceso multifactorial complejo en el que intervienen 

características del parásito y del hospedador, además de la interacción entre ambos y con el 

entorno intestinal. 

1.2.7. Factores de virulencia 

Los síntomas clínicos aparecen durante la etapa de trofozoíto del parásito. La fisiopatología en 

la giardiosis se produce en ausencia de invasión de los tejidos intestinales, donde los trofozoítos 

se localizan sobre la superficie apical de los enterocitos, adhiriéndose a las microvellosidades 

intestinales a través del disco de succión ventral (Cacciò et al., 2018; Vivancos et al., 2018; Allain 

& Buret, 2020).  

Una vez instalada en el intestino, Giardia intestinalis altera la primera defensa del hospedador al 

escindir la mucina-2 humana (MUC2) mediante proteasas de cisteína (principalmente catepsina 

B (catB-like)), generando una degradación proteolítica del moco (Allain et al., 2019; Allain & 

Buret, 2020). Además, los trofozoítos son capaces de inducir hipersecreción de mucina por las 

células caliciformes, lo que resulta en un agotamiento de la mucina intracelular (Amat et al., 

2017), junto con la alteración de la bioquímica de estas mucinas, modificando los patrones de 
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O-glicosilación que la conforman (Fekete et al., 2024). Se ha comprobado que, aunque coloniza 

exclusivamente la parte superior del intestino delgado, produce también una reducción del 

espesor de la capa de moco del colon, lo que implica la existencia de mecanismos 

independientes del contacto que terminan alterando la barrera mucosa (Allain et al., 2019; Allain 

& Buret, 2020; Fekete et al., 2024). Estas enzimas también provocan alteraciones en la 

microbiota del intestino delgado, lo que conduce a un entorno intestinal de disbiosis (Argüello-

García et al., 2023). 

Giardia intestinalis evade el sistema inmunitario del hospedador mediante un proceso de 

variación antigénica, mecanismo por el que altera sus proteínas de superficie. En este proceso, 

el trofozoíto es capaz de expresar una única proteína variable de superficie (VSP) de las 

aproximadamente 150 proteínas que posee, ubicándola en su superficie e intercambiándola por 

otra mediante cambio antigénico, lo que resulta en la incapacidad del sistema inmunitario del 

hospedador para detectar y eliminar el parásito (Ma’ayeh & Brook-Carter, 2012; Gargantini et al., 

2016; Lagunas-Rangel & Bermúdez-Cruz, 2019). Además, Giardia puede escindir directamente 

moléculas clave del sistema inmunológico producidas por el hospedador, lo que resulta en 

respuestas inmunitarias atenuadas (Fekete et al., 2021). Las proteasas de cisteína son las 

principales responsables de este mecanismo, ya que se ha comprobado que pueden degradar 

inmunoglobulinas, incluidas IgA e IgG anti-Giardia, así como las defensinas α-HD6 y β-HD1 (Liu 

et al., 2019). Además, también degradan diversas quimioquinas y citoquinas, como 

quimioquinas de la familia CXC y CC (CXCL1, CXCL2 y CXCL3, CCL2 y CCL20) e interleuquina 8 

(IL-8), lo que reduce la infiltración de neutrófilos (Cotton et al., 2014; Liu et al., 2018). 

Estas proteasas de cisteína, principalmente la proteasa de tipo papaína caracterizada como  

Giardipain-1 (Quezada-Lázaro et al., 2022; Argüello-García et al., 2023), pueden inducir una 

reducción en la resistencia transepitelial (TER) de las células intestinales, provocando apoptosis 

de las células y afectando a los complejos de unión apicales epiteliales, con reordenación de 

proteínas de las uniones intercelulares estrechas ZO-1 (zonula occludens-1) y claudinas 

(claudina 1, claudina 4 y ocludina), además de afectar a las proteínas de unión adherente β-

catenina y E-cadherina (Einarsson et al., 2016; Liu et al., 2018; Ortega-Pierres et al., 2018). Esto 

resulta en un aumento de la permeabilidad intestinal, lo que puede desencadenar el acceso de 

microorganismos, toxinas y moléculas no digeridas hacia el torrente circulatorio con la 

consiguiente respuesta inmunitaria alterada, mayor riesgo de alergias e intolerancias 

alimentarias, reacciones autoinmunes (Ej. Artritis reactiva), trastornos digestivos y desequilibrio 

en la microbiota intestinal. 
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Este aumento de permeabilidad se ve potenciado por la inducción de la respuesta inmunitaria 

del hospedador tras la infección con el parásito. En primer lugar, se activan mecanismos de 

defensa independientes de las células B, como la producción de óxido nítrico (NO), especies 

reactivas de oxígeno (ROS), defensinas y lactoferrinas. También se estimula la quimiotaxis de 

células inmunitarias, incluyendo fagocitos, mastocitos y células dendríticas (Einarsson et al., 

2016). Como resultado, aumenta principalmente la producción de interferón gamma (IFN-γ) e 

interleuquina 10 (IL-10), así como de interleuquina 4 (IL-4), interleuquina 13 (IL-13), interleuquina 

17 (IL-17), interleuquina 22 (IL-22) y factor de necrosis tumoral alfa (TNF-α) (Solaymani-

Mohammadi & Singer, 2011; Leung et al., 2019). Además, se produce la infiltración de linfocitos 

CD8 intraepiteliales y en la lámina propia, generando un ambiente proinflamatorio que causa 

daño tisular y acortamiento de las microvellosidades del borde en cepillo (Scott et al., 2000). La 

reducción de la longitud de las microvellosidades disminuye el área de absorción del intestino, 

lo que resulta en una malabsorción de agua, lípidos, vitaminas liposolubles, carbohidratos y 

electrolitos como el Na+ y disacáridos, que, combinada con la hipersecreción de aniones como 

el Cl, causa distensión intestinal y peristalsis, lo que conduce a la diarrea (Einarsson et al., 2016; 

Allain & Buret, 2020). La pérdida de función de barrera intestinal es la base de las complicaciones 

agudas y posinfecciosas asociadas con la infección por G. intestinalis (Allain & Buret, 2020). 

Posteriormente, Giardia desencadena la producción de anticuerpos IgA e IgG anti-Giardia por 

parte del hospedador que son los principales responsables de la eliminación del parásito 

(Einarsson et al., 2016). 

Además de las proteasas de cisteína, tras la colonización intestinal, G. intestinalis sobreexpresa 

otras proteínas, como las VSPs y las proteínas de membrana con alto contenido de cisteína 

(HCMp), las cuales podrían desempeñar un papel en la protección del parásito durante el cambio 

de VSPs y en condiciones de estrés (Rodríguez-Walker et al., 2022). También se expresan 

proteínas antioxidantes para combatir el estrés oxidativo generado por el hospedador, como la 

peroxirredoxina 1 (PRX1), la tiorredoxina (TRX) y la proteína enriquecida piridoxamina 5'-fosfato 

oxidasa (PNPO); esta última es una enzima dependiente de flavin-mononucleótido (FMN), capaz 

de fijar el oxígeno molecular, lo que genera un ambiente reductor que favorece el crecimiento de 

los trofozoítos (Ma’ayeh & Brook-Carter, 2012; Emery et al., 2016; Dubourg et al., 2018). 

Además, produce nucleasas extracelulares que degradan la capa externa del moco intestinal, 

así como tenascinas, glicoproteínas de la matriz extracelular cuya diana es el receptor del factor 

de crecimiento epidérmico (EGF) y que actúan impidiendo la reparación de las uniones 

intercelulares estrechas dañadas (Dubourg et al., 2018). También se expresan moléculas 
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similares a toxinas, como CRP136 y ESP58, que inducen la hiperperistalsis intestinal (Ortega-

Pierres & Argüello-García, 2019). Finalmente, el protozoo emplea las enzimas metabólicas 

arginina deiminasa (ADI) y ornitina carbamoil transferasa (OCT) para metabolizar activamente la 

arginina y obtener energía; este consumo parece contribuir al daño de los enterocitos, al evitar 

su proliferación celular y reducir la producción de óxido nítrico (NO) por parte del hospedador 

(Ringqvist et al., 2008; Stadelmann et al., 2012; Einarsson et al., 2016; Ortega-Pierres & Argüello-

García, 2019). 

Los principales factores de virulencia de G. intestinalis se muestran en la Figura 14. 

 

Figura 14. Principales factores de virulencia de G. intestinalis (elaboración propia). 

Los trofozoítos de G. intestinalis en el intestino delgado secretan proteasas de cisteína (CP) que 

interactúan con múltiples dianas (1); degradan la mucina-2 (MUC2) (2) dañando la mucosa intestinal y 

favoreciendo el acceso de los trofozoítos a las microvellosidades donde se adhieren gracias al disco de 

succión ventral (3). Los trofozoítos expresan en su membrana proteínas de membrana con alto contenido 

de cisteína (HCMp) y proteínas variables de superficie (VSP) que modifican mediante un proceso de 

variación antigénica para evadir el sistema inmunitario (4). Las CP provocan apoptosis de las células 

intestinales (5) y alteran las proteínas de unión estrecha (ZO-1 y claudinas) y proteínas de unión adherente 

(β-catenina o E-cadherina) provocando un aumento de la permeabilidad intestinal (6). Este efecto se 

potencia por las tenascinas, que evitan la recuperación de estas uniones vía receptor del factor de 
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crecimiento epidérmico (EGF). La respuesta inmunitaria del hospedador incluye la producción de IgA 

secretada por células B plasmáticas, defensinas, diferentes citoquinas y quimioquinas, producidas por 

macrófagos, células T y los propios enterocitos, lo que genera un estado proinflamatorio y el acortamiento 

de las microvellosidades (7). Las CP de Giardia pueden degradar estas moléculas del sistema inmunitario 

provocando una respuesta inmunitaria atenuada frente al parásito (8). Para favorecer la supervivencia y 

crecimiento de los trofozoítos, Giardia combate el estrés oxidativo produciendo moléculas antioxidantes 

como la tiorredoxina (TRX), peroxirredoxina 1 (PRX1) y la proteína enriquecida piridoxamina 5'-fosfato 

oxidasa (PNPO) (9). Una de las principales fuentes de energía de Giardia es la arginina, la cual obtiene 

gracias a la expresión de las enzimas metabólicas arginina deiminasa (ADI) y ornitina carbamoil 

transferasa (OCT), el consumo de este aminoácido evita la proliferación de los enterocitos y reduce la 

producción de óxido nítrico (NO) (10). 

En cuanto a la diferenciación entre los genotipos/subgenotipos que afectan al ser humano, se 

han identificado diferencias entre genotipos, con distintos genes variables codificantes para 

VSPs, HCMp, anexinas y proteínas que contienen repeticiones de anquirina, donde, a su vez, el 

alto nivel de divergencia de secuencia alélica observado en B (aislado GS) provoca que este 

genotipo pueda generar un número superior (próximo a 2000) de nuevas variantes proteicas en 

comparación con el subgenotipo AI (aislado WB) (Cacciò et al., 2018). Ya en el año 1990 se 

determinó que diferencias en los antígenos de membrana implicaban distintos grados de 

virulencia (Nash et al., 1990), lo que sugiere que existen diferencias de patogenicidad entre 

genotipos. Además, se ha observado que la actividad de proteasas de cisteína y de tenascinas 

caracterizadas en aislados del subgenotipo AI (WB) es mayor que en el genotipo B (aislado GSM), 

y el tipo específico de estas proteasas expresadas en un genotipo u otro varían (Dubourg et al., 

2018; Allain et al., 2019). Sin embargo, el genotipo B (GS) parece tener una ventaja adaptativa en 

un ambiente rico en peróxido de hidrógeno (H2O2), evidenciada por una mayor expresión de 

genes antioxidantes como los codificantes para la PRX1 y TRX (Ma'ayeh et al., 2015; Ma'ayeh et 

al., 2017), lo que facilita una mayor supervivencia de este genotipo ante el estrés oxidativo.  

En conclusión, estos resultados apuntan que ambos genotipos presentan diferencias en sus 

mecanismos de virulencia. Sin embargo, las discrepancias en los estudios clínicos, que asocian 

sintomatología a un genotipo u otro según el caso, indican que el impacto de estas variantes 

genéticas en el desarrollo de la enfermedad puede estar influenciado por otros factores, como 

la respuesta inmunitaria del hospedador y las condiciones del ambiente intestinal. 
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1.2.8. Diagnóstico 

1.2.8.1. Cultivo 

Giardia es un organismo exigente cuyos trofozoítos son sensibles al oxígeno, requiere de un 

ambiente microaerófilo o anaeróbico para su crecimiento en cultivo (Davids & Gillin, 2011). El 

primer cultivo axénico logrado de Giardia data del año 1970, donde Meyer consiguió preparar un 

medio basado en suero humano y extractos de embrión de pollo (Meyer, 1970). Posteriormente, 

en 1978, Diamond y colaboradores desarrollaron el medio “TYI-S-33” para el cultivo de especies 

de Entamoeba y Trichomonas (Diamond et al., 1978), que, tras modificaciones y mejoras, sería 

la base para el cultivo actual de Giardia. La incubación en este medio necesita de 24 a 48 horas 

antes de obtener un crecimiento exponencial de los trofozoítos, y para mantener la viabilidad del 

parásito, debe subcultivarse dos veces por semana a una temperatura de 37°C (Davids & Gillin, 

2011). 

El tiempo y material necesario ha relegado esta técnica al ámbito de la investigación, con el fin 

de reproducir el ciclo de vida in vitro, estudiar la expresión de factores de virulencia y los 

procesos de enquistamiento y desenquistamiento, entre otras finalidades. 

1.2.8.2. Microscopía óptica 

La microscopía óptica continúa siendo el método de referencia para el diagnóstico de G. 

intestinalis en el ámbito clínico. Su bajo costo y la rapidez en la obtención de resultados, la 

convierten en una técnica altamente accesible, especialmente en países en desarrollo, donde 

los métodos serológicos y de biología molecular suelen estar fuera del alcance debido a su 

elevado coste. 

Sin embargo, se requiere de microscopistas experimentados para evitar obtener resultados 

erróneos. Además, como consecuencia de la naturaleza intermitente de la excreción de los 

quistes en heces, se estima que la sensibilidad de esta técnica radica en torno al 40% cuando se 

evalúa una sola muestra, y hasta un 85% cuando se estudian tres muestras, preferiblemente 

obtenidas en días alternos (El-Nahas et al., 2013; Trelis et al., 2019), lo que hace que en los 

últimos años se esté suplantando por técnicas más sensibles, como métodos de biología 

molecular. 

El análisis en el microscopio de los quistes o trofozoítos se basa en frotis de heces procesadas 

previamente mediante técnicas de concentración fijadas con formalina-acetato de etilo u otro 
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conservante. La visualización se puede realizar en fresco o empleando tinciones como yodo, 

hematoxilina férrica, Giemsa y tricrómico que facilitan un análisis más exhaustivo de la 

morfología de G. intestinalis (Adeyemo et al., 2018). 

1.2.8.3. Métodos inmunológicos 

Existen diversas técnicas para el inmunodiagnóstico de G. intestinalis en heces, como ensayos 

de fluorescencia directa (DFA), enzimoinmunoensayos (ELISA, Ensayo de Inmunoabsorción 

Ligado a Enzimas) e inmunocromatografías (ICT). Estos métodos aportan ventajas frente a la 

microscopía, como el requerimiento de menos mano de obra y, en algunos casos, tiempos de 

respuesta más cortos y la capacidad de procesar simultáneamente varias muestras (Aziz et al., 

2024). 

Muchos de estos inmunoensayos están bien establecidos, disponiendo de kits comercializados, 

algunos mostrando sensibilidades próximas al 100%, como Giardia Stool Antigen Detection 

Microwell ELISA (IVD Research, Carlsbad, EE. UU.) y la ICT de Crypto/Giardia K-SeT® (Coris 

Bioconcept, Gembloux, Bélgica). En términos generales, los ELISA comerciales presentan 

sensibilidades más altas (95%) que las ICT (91%), manteniendo ambas altas especificidades 

(98% a 99%). Mientras que el ELISA involucra múltiples dianas que permiten la detección de 

cargas parasitarias más bajas que las ICT, presenta un mayor tiempo de procesamiento (60-100 

min) que estas últimas (10 min) (Aziz et al., 2024). 

Además de en heces, se han empleado inmunoensayos de ELISA en muestras de suero para 

detectar anticuerpos. Sin embargo, su uso es controvertido debido a que no se han observado 

diferencias en los niveles de IgG anti-Giardia en suero entre pacientes sintomáticos y 

asintomáticos, además de que persisten elevados meses, incluso más de un año, tras la 

erradicación del parásito. Por otro lado, el empleo de técnicas de ELISA frente a IgA anti-Giardia 

en muestras de saliva está demostrando resultados prometedores, al tratarse de una 

inmunoglobulina con escasa vida media, desapareciendo rápidamente tras la eliminación del 

parásito, lo que la hace eficaz para diagnosticar casos de giardiosis activa y evaluar la eficacia 

del tratamiento antiparasitario (Trelis et al., 2019). Sin embargo, no existen kits comercializados, 

donde su escasa literatura al respecto se basa en técnicas in-house mostrando sensibilidades 

dispares, aunque en varios estudios obtienen porcentajes mayores que por 

inmunocromatográfica y microscopía (Rodríguez et al., 2004; Shatla et al., 2004; El-Gebaly et al., 

2012; Trelis et al., 2019; Cifre, 2021). 
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1.2.8.4. Biología molecular 

Las técnicas de biología molecular, principalmente las basadas en la amplificación de ácidos 

nucleicos (PCR), han supuesto un enorme avance en el diagnóstico e investigación de G. 

intestinalis. Proporcionan una mayor sensibilidad y especificidad que los ensayos 

microscópicos o inmunológicos, y, además, aportan la capacidad de caracterizar los aislados, 

pudiendo estudiar genotipos, subgenotipos y sus variaciones genéticas (Cai et al., 2021). 

Existen una gran variedad de dianas genéticas en el estudio de G. intestinalis. Los genes 

ribosomales, como el espaciador transcrito interno (its) y el gen codificante del ARN de la 

subunidad ribosomal pequeña (ssu ADNr) o de la proteína ribosomal L7a (rpl7a), son genes 

altamente conservados que pueden emplearse para la identificación de este parásito. La 

naturaleza multicopia del ssu ADNr proporciona a este locus una alta sensibilidad, por lo que es 

el marcador molecular más utilizado en la detección de Giardia. Sin embargo, la estabilidad 

genética de estos genes ribosomales hace que carezcan de utilidad para estudios de 

caracterización molecular. Para este fin, se han estudiado genes con alta diversidad genética, 

como genes constitutivos codificantes para el factor de elongación 1-α (ef1-α), la enzima 

Glutamato deshidrogenasa (gdh) o la enzima Triosa fosfato isomerasa (tpi), y genes codificantes 

para proteínas estructurales como la actina, ferredoxina, tubulina y la β-giardina (bg) (Dacal et 

al., 2020; Cai et al., 2021; Chang et al., 2023). 

Se han propuesto métodos de Tipificación Multilocus de Secuencias (MLST) que, mediante el 

análisis de diferentes locus, permiten una caracterización molecular más precisa de G. 

intestinalis. Los genes ampliamente estudiados en estas técnicas de MLST son gdh, tpi y bg 

(Cacciò et al., 2008); sin embargo, en los últimos años se han descrito otros genes hipervariables 

que son útiles para el análisis evolutivo del genotipo A, como genes codificantes para la proteína 

de muerte inducida por cafeína 1 (CID1), la proteína de reparación y recombinación de ADN 

Rhp26p (RHP26), dos proteínas de membrana con alto contenido de cisteína (HCMP22547 y 

HCMP6372), la proteína de control mitótico Dis3 (DIS3) y una quinasa NEK (NEK15411) 

(Ankarklev et al., 2018; Klotz et al., 2022). 

En el genotipo B, se observa una alta hipervariabilidad de secuencias en los genes gdh, bg y tpi, 

lo que dificulta su caracterización molecular mediante secuencias cortas, ya que generan una 

baja resolución filogenética. Para abordar esta limitación, en los últimos años se ha propuesto 

el análisis de otros genes distintivos entre genotipos y subgenotipos, pero más estables y 

conservados que los marcadores hipervariables gdh, bg y tpi; entre estas nuevas dianas 



INTRODUCCIÓN  |  85 

 
 

genéticas encontramos una secuencia parcial del gen que codifica la enzima 6-fosfogluconato 

deshidrogenasa (6-pgdh) y una región del gen responsable de la subunidad catalítica de la 

enzima fosforilasa quinasa B (phk) (Seabolt et al., 2021). 

Existen diferentes tipos de PCR disponibles para el estudio molecular de G. intestinalis. Para su 

detección encontramos PCR a tiempo real con una sola diana (qPCR) y múltiple (qPCRm) y PCR 

convencionales, anidadas y semianidadas (nested PCR, nPCR). Además, encontramos PCRs a 

partir de las cuales pueden identificarse infecciones mixtas y polimorfismos, como PCR con 

Fragmentos de restricción de longitud polimórfica (Polymerase Chain Reaction - Restriction 

Fragment Length Polymorphism, PCR-RFLP) o PCR con Polimorfismo de Conformación de 

Cadena Simple (Single-Strand Conformation Polymorphism, PCR-SSCP); sin embargo, para la 

caracterización molecular de G. intestinalis, las técnicas de nPCR concatenadas con 

secuenciación de los productos amplificados son las más empleadas (Dacal et al., 2020; Chang 

et al., 2023).  

Los procesos de caracterización molecular se basan en técnicas laboriosas, que requieren de 

largos tiempos de análisis, por lo que se limitan principalmente a la investigación, sin ser 

habitualmente empleadas en la rutina del diagnóstico clínico. En este ámbito, el desarrollo de 

técnicas de qPCRm ha supuesto un gran avance para los laboratorios clínicos, facilitando el 

trabajo con menor consumo de tiempo y con valores de sensibilidad superiores a técnicas 

convencionales, como la microscopía o los inmunoensayos. Algunos kits comercializados que 

detectan G. intestinalis son Allplex™ GI-Parasite Assay (Seegene, Seúl, Corea del Sur) y FAST-

TRACK-Diagnostics-FTD Stool Parasites (Fast Track, Esch-sur-Alzette, Luxemburgo), mostrando 

sensibilidades cercanas al 100% (Paulos et al., 2019). 
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2.1. OBJETIVO PRINCIPAL 

El objetivo principal del presente proyecto es realizar un estudio de la prevalencia y diversidad 

molecular de Blastocystis sp. y Giardia intestinalis en pacientes del Área de Salud del Hospital 

Universitario y Politécnico La Fe (H.U.P. La Fe) (Valencia, España), realizando un análisis clínico-

epidemiológico y estableciendo si existe relación o no con la caracterización molecular. 

2.2. OBJETIVOS SECUNDARIOS 

1. Estudiar casos de multiparasitismo junto con las principales coinfecciones parasitarias 
observadas mediante microscopía óptica. 
 

2. Analizar la estacionalidad y la tendencia evolutiva de los casos de Blastocystis sp. y G. 
intestinalis. 
 

3. Determinar la frecuencia y principales polimorfismos en los genes analizados de 
Blastocystis sp. y G. intestinalis. 
 

4. Realizar un análisis evolutivo mediante estudio filogenético de los aislados de 
Blastocystis sp. y G. intestinalis. 
 

5. Estudiar la posible implicación de los polimorfismos identificados en diferentes genes de 
G. intestinalis sobre las proteínas resultantes, analizando los cambios aminoacídicos. 
 

6. Establecer un umbral en la qPCR de ssu ADNr de G. intestinalis para identificar muestras 
con baja carga parasitaria, en las que la realización de procesos de caracterización 
molecular no sería eficiente. 
 

7. Estudiar la distribución geográfica de las distintas variantes genéticas de Blastocystis sp. 
y G. intestinalis en el Área de Salud del H.U.P. La Fe. 
 

8. Analizar los principales síntomas tanto gastrointestinales como extraintestinales, así 
como otros signos y patologías asociadas al aislamiento de Blastocystis sp. y G. 
intestinalis. 
 

9. Buscar posibles factores de riesgo implicados en la adquisición, transmisión y desarrollo 
de sintomatología en infecciones producidas por Blastocystis sp. y G. intestinalis en 
nuestro entorno y población a estudio. 



 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3. MATERIAL Y MÉTODOS 
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3.1. CONSIDERACIONES ÉTICAS 

Todos los datos y muestras recabados para el desarrollo de este estudio forman parte del 

proyecto de investigación PARACLINIC con título “Estudio de prevalencia de parasitosis 

intestinales y la clínica asociada” (Número de registro: 2025-0418-1) llevado a cabo en el 

Hospital Universitario y Politécnico La Fe (H.U.P. La Fe) (Valencia, España) (Anexo I), y del 

proyecto de investigación PI19CIII/00029 con título “Estableciendo las bases para la 

implantación del diagnóstico sindrómico en el CNM en el diagnóstico de patógenos causantes 

de diarrea mediante técnicas moleculares y de metagenómica”, financiado en la convocatoria 

AESI2019 del Instituto de Salud Carlos III (ISCIII) (Majadahonda, Madrid, España). 

3.2. DISEÑO DEL ESTUDIO 

Se trata de un estudio observacional analítico retrospectivo en el que se incluyeron pacientes, 

tanto sintomáticos como asintomáticos, con muestras de heces remitidas al H.U.P. La Fe por 

indicación médica para estudio parasitológico como diagnóstico clínico de rutina, desde el 1 de 

junio de 2017 hasta el 30 de agosto de 2019. Este diagnóstico se realizó mediante microscopía 

óptica y, adicionalmente, se analizó la diversidad molecular de los aislados parasitarios más 

habituales en nuestro medio (Blastocystis sp. y Giardia intestinalis), además de realizar un 

estudio epidemiológico de la población afectada en busca de posibles asociaciones. 

La recolección de las muestras de heces se realizó con el Kit REAL MiniSystem Easy Pick System 

con Total-Fix® (Durviz, Valencia, España). Estas muestras fueron procesadas para diagnóstico 

clínico en el laboratorio de Microbiología y Parasitología del H.U.P. La Fe. El primer paso, tras la 

recepción de las muestras correctamente, fue preparar el sedimento de heces correspondiente 

tras centrifugación y su observación al microscopio óptico.  

Aquellas muestras donde se visualizaron formas morfológicas de Blastocystis sp. y/o Giardia 

intestinalis y presentaron cantidad de heces suficiente (> 200 mg) tras el diagnóstico clínico, se 

seleccionaron para una segunda concentración y filtrado con el Kit MidiParasep® Solvent Free de 

50 mL (Apacor, Wokingham, UK), siguiendo las instrucciones del fabricante, con el fin de 

aumentar la sensibilidad de las pruebas de biología molecular posteriores.  

Los segundos concentrados de heces se remitieron al ISCIII donde se extrajo el ADN con el 

QIAamp® Fast DNA Stool Mini kit (QIAGEN, Hilden, Alemania) y se realizaron las técnicas 

posteriores en colaboración con el equipo de investigación del Dr. Carmena. 
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El protocolo de análisis molecular varía en función del protista observado por microscopía: 

• Las muestras positivas para Blastocystis sp. se analizaron mediante PCR convencional 

para el gen codificante de la subunidad menor del ARN ribosómico 18S (ssu ARNr) y se 

secuenciaron para determinar los subtipos (linajes ribosomales) y diversos alelos de 

estos subtipos (variación de subtipos). 

• En el caso de G. intestinalis, se realizó PCR a tiempo real (qPCR) para la identificación del 

parásito mediante la detección del gen codificante de ssu ARNr (ssu ADNr). 

Posteriormente, para realizar la caracterización molecular del parásito, se realizó un 

estudio de Tipificación Multilocus de Secuencias (MLST) basado en el estudio mediante 

PCR convencional frente a los genes codificantes de la enzima Glutamato 

deshidrogenasa (gdh) y de la proteína estructural β-giardina (bg). 

El proceso de análisis de los resultados de secuenciación se basó en el estudio de los 

cromatogramas de los dos protistas. De cada aislado, se estudiaron los cromatogramas de 

ambos cebadores (primers), en direcciones forward y reverse, mediante el programa Chromas 

2.6.6 (Technelysium, Brisbane, Australia). Para identificar el subtipo/alelo o 

genotipo/subgenotipo al que pertenecía cada uno de nuestros aislados, se intentó obtener una 

secuencia consenso a partir de las dos secuencias derivadas de la secuenciación (forward y 

reverse). Para ello, se alinearon ambas con el software MEGA-X 11 v11.0.13 (Molecular 

Evolutionary Genetics Analysis), gracias al algoritmo ClustalW (Kumar et al., 2018). En el caso de 

no obtener una secuencia consenso por baja calidad de alguna de las secuencias, se completó 

el estudio con sólo una de ellas. 

Se analizaron las secuencias en busca de polimorfismos de un solo nucleótido, también 

denominados SNPs (por sus siglas en inglés Single-Nucleotide Polymorphism), y coexistencia de 

varios subtipos/alelos o genotipos/subgenotipos, según el caso. 

Para confirmar la identificación, las secuencias obtenidas se sometieron a un Basic Local 

Alignment Search Tool (BLAST) (Camacho et al., 2009) en diferentes bases de datos, según el 

protista a estudio. Para Blastocystis sp. se empleó la base de datos pública Public databases for 

molecular typing and microbial genome diversity of Blastocystis sp. 

(http://pubmLst.org/Blastocystis/) (PUBMLST Blastocystis). En el caso de G. intestinalis, la 

secuencia consenso se contrastó con la base de datos del Centro Nacional para la Información 

Biotecnológica (National Center for Biotechnology Information (NCBI)) 

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi ). 

http://pubmlst.org/blastocystis/
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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En la Figura 15 se representa el flujo de trabajo resumido que posteriormente se detallará en 

apartados posteriores.  

 

Figura 15. Flujo de trabajo empleado para lograr los objetivos del estudio. 

ssu ADNr: gen codificante del ARN de la subunidad ribosomal pequeña 18S; qPCR: PCR a tiempo real. 

El estudio de los datos epidemiológicos y clínicos de los pacientes para establecer asociaciones 

con los resultados experimentales se basó en el análisis de la anamnesis, patologías y datos de 

interés de los pacientes, asociados al episodio clínico activo por el que se remitía la muestra de 

heces al laboratorio. Para ello, se empleó la plataforma GestLab (Clinisys, Alicante, España), el 
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programa Mizar (Orion Clinic) y el Sistema de Información Ambulatorio (SIA) ABUCASIS de la 

Agencia Valenciana de Salud (AVS).  

Los datos sociodemográficos o clínicos recopilados se anonimizaron convenientemente para 

preservar la identidad de los pacientes involucrados. Este estudio forma parte del proyecto 

“Estudio de prevalencia de parasitosis intestinales y la clínica asociada” con certificación y 

aprobación por parte del Comité de Ética de la Investigación con medicamentos del CEIM - 

HOSPITAL UNIVERSITARIO Y POLITÉCNICO LA FE (número de registro: 2025-0418-1). A su vez, es 

un estudio vinculado al proyecto “Estableciendo las bases para la implantación del diagnóstico 

sindrómico en el CNM en el diagnóstico de patógenos causantes de diarrea mediante técnicas 

moleculares y de metagenómica” - PI19CIII/00029 - financiado en la convocatoria AESI2019 del 

Instituto de Salud Carlos III (Majadahonda, Madrid). 

Para el análisis estadístico se utilizó el software IBM® SPSS® Statistics para Windows Versión 25.0 

(Armonk, Nueva York, EE.UU.). 

3.3. ÁREA Y POBLACIÓN OBJETO DE ESTUDIO 

El H.U.P. La Fe se corresponde con el Departamento de Salud 7 de la Comunidad Valenciana, 

que abarca, además del propio hospital, 12 Centros de Salud o Centros de Atención Primaria 

(CAP), 9 Consultorios Auxiliares y el Centro de Especialidades Ricardo Trénor Palavicino de 

Alboraya. En total, es responsable de la atención sanitaria de alrededor de 300.000 habitantes, 

a los que se le suman pacientes de otros departamentos que acuden al hospital por su carácter 

de referencia (La Fe – Hospital Universitari i Politècnic. [H.U.P. La Fe], s.f.). 

Todos estos centros atendidos por el H.U.P. La Fe pueden dividirse en dos zonas bien 

delimitadas, pertenecientes a la zona norte y la zona de la Comarca de la Huerta Sur de Valencia; 

que se corresponden con 7 municipios (Albal, Alcácer, Catarroja, Massanassa, Silla, Beniparrell 

y Valencia). 

Como queda reflejado en la Figura 16, los CAP de Campanar, Juan XXIII, Miguel Servet, Azucena, 

Salvador Allende, Trinitat y Just Ramírez junto con los Consultorios Médicos de Bilbao, Borbotó, 

Benifaraig, Poble Nou, Carpesa, Marco Merenciano, Arquitecto Tolsá, Tendetes y el Centro de 

Especialidades de Alboraya se agrupan en la zona norte de Valencia, mientras que los Centros 

de Salud de Albal, Alcácer, Catarroja, Massanassa y Silla junto con el Consultorio médico de 

Beniparrell, se encuentran en la zona sur. 
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Figura 16. Localización del Hospital Universitario y Politécnico La Fe junto con los diferentes 

Centros de Atención Primaria y Consultorios Médicos que atiende. 

*CAP: Centro de Atención Primaria; ** Consultorios Médicos de Borbotó, Benifaraig, Poble Nou, Carpesa 

y Marco Merenciano 

3.4. MUESTRAS BIOLÓGICAS: RECOGIDA DE HECES 

Las muestras biológicas objeto de estudio fueron heces. La recolección se llevó a cabo mediante 

el Kit REAL MiniSystem Easy Pick System con Total-Fix® (Durviz, Valencia, España) (Figura 17), 

sistema que preserva la morfología del parásito sin dañar su material genético ni sus proteínas 

de membrana, ya que contiene un medio libre de formaldehido, mercurio y PVA, permitiendo la 

conservación y concentración de los parásitos en heces sin interferir en las pruebas de biología 

molecular (Durviz, s.f.).  

Además, este medio Total-Fix® permite la conservación de las heces a temperatura ambiente, 

sin que se produzca degradación y pérdida de las formas parasitarias en el almacenamiento y 

transporte, lo que ayuda a garantizar una mayor rentabilidad de los resultados en su 

procesamiento posterior en el laboratorio (Durviz, s.f.).  
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Figura 17. Sistema de recolección, filtrado y concentración de heces Kit REAL MiniSystem Easy 

Pick System con Total-Fix® (Durviz, Valencia, España) (Modificado de: Real life-science solutions, 

s.f.). 

En el Laboratorio de Microbiología y Parasitología del H.U.P. La Fe, se analizaron las muestras 

fecales recogidas correctamente con este kit. Los pasos para una correcta recogida de heces 

fueron los especificados por la casa comercial Durviz en sus instrucciones, enumerados en la 

Tabla 4. 

Tabla 4. Correcta recogida de heces para estudio parasitológico. 

1. Recoger heces con la cucharilla de recogida de muestra del kit. Las heces deben ser 
frescas y emitidas en un recipiente limpio, evitando el contacto con el agua del inodoro 
para que no exista contaminación cruzada.  

2. Introducir la cucharilla en el vial de recolección que contiene el fijador Total-Fix®, 
evitando colmarlo para que no haya fugas por sobrecarga, y cerrar fuertemente el tapón 
superior. 

3. Conservación a temperatura ambiente hasta su transporte al laboratorio.  

 

Además, se establecieron los siguientes criterios de exclusión para descartar, por considerarse 

inadecuadas, todas aquellas heces recibidas en el laboratorio con una o varias de las siguientes 

características: 

- Muestra incorrectamente identificada: muestra sin identificación o con discrepancia en 

los datos identificativos entre la muestra y la petición del médico solicitante.  

- Muestra insuficiente: cantidad inferior a 200 mg de heces. 
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- Muestra derramada: no se procesaron aquellas muestras de volumen excesivo de heces 

con desbordamiento en la parte externa del vial de recolección. 

Se recomendó la recogida de las muestras por triplicado, en días alternos, de cada paciente, 

para aumentar la sensibilidad de la detección parasitaria, debido a la eliminación intermitente 

de parásitos en heces (Trelis et al., 2019). Sin embargo, se analizaron incluso aquellas en las que 

se recibió un único ejemplar, con el fin de intentar identificar el mayor número de muestras 

positivas, aunque la sensibilidad del proceso pudiera ser menor.  Estas tres muestras se recibían 

a la vez en el laboratorio, observándose al microscopio por separado, pero considerándose como 

una misma muestra biológica, con un único resultado parasitológico. 

Posteriormente, para evitar duplicidades en el cálculo de prevalencia y otros análisis 

estadísticos, se consideró como muestra estadística cada episodio clínico, definiendo como un 

nuevo episodio aquel en el que transcurrieron 6 meses o más entre una muestra biológica de 

heces y la siguiente con el mismo aislamiento parasitario.  

3.5. MICROSCOPÍA ÓPTICA: PRIMER FILTRADO Y CONCENTRACIÓN 

En el laboratorio de Microbiología y Parasitología del H.U.P. La Fe se analizaron mediante 

microscopía óptica todas las muestras fecales correctamente identificadas y en condiciones 

óptimas para su transporte, considerando como positiva la visualización de formas parasitarias 

tanto en una, como en dos o en las tres heces recibidas a la vez de cada paciente.  

En primer lugar, se agita vigorosamente el vial de recolección durante 30 segundos para facilitar 

la disgregación de la muestra. Acto seguido, se realiza un proceso de concentración y filtración 

por centrifugación durante 3 minutos a 2000 rpm, con el fin de separar las formas parasitarias de 

tamaño igual o inferior a 250 µm (lo que incluye quistes, ooquistes y trofozoítos de protozoos y 

huevos de helmintos) de material fecal de mayor volumen, como restos de comida sin procesar, 

productos vegetales o similares. 

Posteriormente, para la visualización al microscopio óptico, mediante una pipeta Pasteur se 

transfiere a un portaobjetos una pequeña cantidad del sedimento obtenido. Sobre esta mezcla 

se deposita un cubreobjetos para facilitar su análisis evitando dañar la lente del objetivo del 

microscopio. 

Se examinaron las láminas cuidadosamente en busca de alguna forma parasitaria, incluyendo 

quistes o trofozoítos de Giardia intestinalis o cualquiera de las formas morfológicas de 

Blastocystis sp. Para la correcta identificación, es necesario la visualización con el objetivo de 
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40x aumentos, que nos permite evidenciar claramente núcleos, pared quística y otros elementos 

morfológicos identificativos de cada protista.  

3.6. SEGUNDO FILTRADO Y CONCENTRACIÓN 

Con el fin de aumentar la sensibilidad de las pruebas de biología molecular posteriores, en 

aquellas muestras en las que había suficiente material fecal remanente tras el diagnóstico 

clínico (> 200 mg), se llevó a cabo un proceso adicional de concentrado y filtrado de heces en el 

que se potenció el homogenizado de la materia fecal sobrante del vial de recolección del Kit REAL 

MiniSystem Easy Pick System, junto con lo obtenido tras el primer filtrado en el cono de 

sedimentación del kit, realizando un pool de las tres muestras recibidas a la vez para diagnóstico 

por microscopía. 

Se empleó el Kit MidiParasep® Solvent Free de 50 mL (Apacor, Wokingham, UK) (Figura 18).  

 

Figura 18. Sistema de concentración y filtrado de heces MidiParasep® Solvent Free de 50 mL 

(Apacor, Wokingham, UK) (Modificado de: Apacor, s.f.). 

Se comienza con el homogenizado de todo el material fecal con 8 mL de solución salina al 0,9% 

en la cámara de mezcla del kit. La mezcla manual se completa con 10 segundos de vórtex.  

Posteriormente, se procede a la filtración del contenido mediante centrifugación durante 5 

minutos a 2500 rpm. Se descarta el sobrenadante y se mantiene el precipitado obtenido en la 

punta del cono de sedimentación. Este sedimento se transfiere a microtubos de 1,5 mL que se 

conservan a -80ºC hasta su posterior análisis molecular. 
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3.7. ANÁLISIS MOLECULAR 

3.7.1. Extracción y purificación de ADN 

Para llevar a cabo técnicas de biología molecular, es necesario comenzar con la obtención del 

material genético de la muestra. La extracción y purificación de ADN parasitario a partir de heces 

desempeña un reto adicional al de otras muestras, debido a la mayor presencia de inhibidores, 

como polisacáridos complejos, sales biliares, lípidos y urato, que pueden dificultar la 

amplificación de las dianas e, incluso, impedir por completo el desarrollo de la PCR. A esto se 

suma la resistencia de la pared de los ooquistes/quistes de algunos parásitos que dificultan su 

lisis para obtener el material génico (Hawash, 2014). 

Para llevar a cabo esta extracción se empleó el ensayo comercial QIAamp® Fast DNA Stool Mini 

kit (QIAGEN, Hilden, Alemania), siguiendo las indicaciones del fabricante con algunas 

modificaciones (Li et al., 2003; Mirsepasi et al., 2014). Este kit cuenta con un tampón de lisis 

InhibitEX® en formato líquido, que separa eficazmente el ADN de los inhibidores de la muestra. 

El procedimiento de lisis y posterior extracción se basa en el empleo de tampones y procesos de 

centrifugación en columna, las cuales presentan un entramado de sílice en su interior, que les 

confiere una estructura clave para extraer el ADN del medio. Los inhibidores y contaminantes se 

eliminan mediante pasos de lavado y, finalmente, el ADN puro se eluye de la columna. 

Como paso previo a la extracción de ADN, se procede a la redisolución de cualquier precipitado 

en el buffer InhibitEX®, sometiéndolo a 50ºC hasta que el medio torne transparente 

macroscópicamente.  

Se añade 1 mL de buffer InhibitEX® en nuestros concentrados fecales y tras mezclar mediante 1 

minuto de vórtex, se realiza una incubación a 95ºC durante 10 minutos en termobloque, 

intercalando, cada 5 minutos, 15 segundos de vórtex. Es importante cerrar fuertemente los tubos 

de muestras para evitar que se derrame contenido fecal durante esta incubación. Este 

procedimiento, previo al proceso de extracción, tiene como objetivo debilitar el quiste de Giardia 

intestinalis para facilitar la posterior obtención del ADN. 

Tras atemperar la mezcla final, se centrifuga durante 3 minutos a 13.000 rpm, descartando el 

precipitado y empleando 350 µL del sobrenadante para realizar la extracción del ADN. 

El proceso de extracción y purificación de ADN se realizó de forma automática en el equipo 

QIAcube Automated DNA/RNA Isolation Purification System (QIAGEN, Hilden, Alemania). Se 
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incluyó rutinariamente un control de extracción con agua ultrapura (grado-PCR) en cada lote de 

muestras procesado. Los reactivos empleados fueron suministrados por el kit comercial (a 

excepción del etanol 100%), incluyendo, Proteinasa K (degradación de proteínas), tampón de 

lisis buffer AL (rotura de las membranas plasmáticas y celulares), etanol absoluto (potencia la 

adherencia de los ácidos nucleicos a las columnas de sílice), tampones de lavado buffer AW1 y 

buffer AW2 y tampón de elución buffer ATE. El ADN final extraído y purificado se eluyó en un 

volumen final de 200 μL y se conservó a -20ºC para los subsecuentes análisis moleculares de 

identificación y caracterización. 

3.7.2. PCR a tiempo real: qPCR  

3.7.2.1. Identificación molecular de Giardia intestinalis 

Como confirmación de la microscopía y para estimar la carga parasitaria de Giardia intestinalis 

se empleó la técnica de qPCR semicuantitativa dirigida frente a un fragmento específico de 62 

pb del gen codificante para ssu ARNr 18S (ssu ADNr), componente estructural y funcional de la 

subunidad pequeña ribosomal 40S, complejo encargado de la síntesis proteica, el cual tiene una 

función clave en el reconocimiento del ARNm y en la alineación del ARNt durante la traducción. 

La elección de este marcador molecular para el diagnóstico de G. intestinalis se debe a que se 

trata de un gen muy conservado, con escasas mutaciones acumuladas a lo largo del tiempo, lo 

que permite el uso de cebadores universales. Además, es un gen multicopia, con disposición 

repetitiva a lo largo del genoma, lo que nos permite disponer de concentraciones altas iniciales 

de ADN previa a la amplificación, garantizando una buena sensibilidad de la técnica molecular 

(Dacal et al., 2020). 

La sonda y los cebadores empleados en el análisis se muestran en la Tabla 5 (Verweij et al., 2003). 

Tabla 5. Oligonucleótidos empleados en la identificación de G. intestinalis por qPCR. 

Oligonucleótido Secuencia 5’-3’ Referencia 

Sonda FAM–CCCGCGGCGGTCCCTGCTAG–BHQ1 
Verweij et al., 
2003 Gd-80F GACGGCTCAGGACAACGGTT 

Gd-127R TTGCCAGCGGTGTCCG 
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La sonda consta en su extremo 5’ del fluoróforo FAM con emisión a λ = 517 nm, mientras que en 

el extremo 3' presenta el inhibidor Black Hole Quencher 1 (BHQ1) (Yang et al., 2009; Herráez, 

2012). 

La mezcla de reacción incluye por cada muestra: 

• 1,25 μL del cebador 0,5 μM forward primer Gd-80F 

• 1,25 μL del cebador 0,5 μM reverse primer Gd-127R 

• 0,5 μL de la sonda 0,4 μM TaqMan probe dual-labeled (FAM–BHQ1) 

• 12,5 μL de TaqMan® Gene Expression Master Mix (Applied Biosystems, California, EE.UU.) 

que contiene:  

o AmpliTaq Gold® DNA Polimerase 

o Agua ultrapura (grado-PCR) 

o Desoxirribonucleótidos trifosfatos (dNTP) con desoxiuridina trifosfato (dUTP) 

o Uracil-ADN glicosilasa (UDG) (enzima que previene la reamplificación de 

productos de PCR remanentes al eliminar cualquier uracilo incorporado en 

amplicones monocatenarios o bicatenarios mediante la hidrólisis de enlaces 

uracilo-glucosídicos del ADN que generan sitios apirimídicos sobre los cuales no 

es posible realizar la replicación por la ADN polimerasa) (Longo et al., 1990) 

o Referencia ROX™ (referencia interna para normalizar la fluorescencia emitida, 

corrige las fluctuaciones fluorescentes debidas a cambios de concentración o 

volumen) 

o Tampón  

• 6,5 μL de agua ultrapura (grado-PCR) 

La solución se mezcló suavemente, pipeteando hacia arriba y hacia abajo varias veces, y los 22 

μL se dispensaron en tubos de 200 μL para PCR con tapa y pared delgada, que se mantuvieron 

en gradillas refrigeradas para tubos de PCR. Finalmente, se añadieron 3 μL de ADN molde en 

cada tubo de PCR, obteniendo un volumen final de reacción de 25 μL. 

Para la amplificación del ADN se empleó un protocolo estandarizado de amplificación TaqMan 

bajo las condiciones de reacción mostradas en la Tabla 6. La amplificación y detección se 

realizaron en el equipo Corbett Rotor-GenTM 6.000 qPCR cycler (Qiagen Corbett, Hilden, 

Alemania). Para el análisis de datos se utilizó la versión 2.3.1 (Build 49) del software Rotor-Gen TM 

6.000 Series.  
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Tabla 6. Perfil térmico y tiempos de la qPCR de G. intestinalis. 

Etapa Temperatura (ºC) Tiempo Referencia 

Incubación 55 2 min 

Verweij et al., 
2003 

Activación ADN polimerasa y 
desnaturalización ADN 95 15 min 

Desnaturalización  95 15 s 

45 ciclos Hibridación de los cebadores  60 1 min 

Elongación 72 30 s 

Extensión final - - 

 

La etapa de incubación inicial es necesaria para la actividad de la enzima UDG, la cual escinde 

cualquier material que contenga dUTP, eliminando contaminaciones. La temperatura de 95ºC 

posterior reduce sustancialmente la actividad de esta enzima.  

De forma rutinaria, en cada proceso de qPCR se incluyó un control positivo (ADN de G. 

intestinalis) y un control negativo (agua esterilizada para PCR).  

3.7.3. PCR convencional  

Para llevar a cabo la caracterización molecular se realizaron técnicas de PCR convencional 

dirigidas frente a genes hipervariables entre subtipos o genotipos/subgenotipos, según el caso, 

con su posterior secuenciación. 

Las especificaciones de cada PCR convencional se detallan en apartados posteriores, con las 

siguientes consideraciones en común: 

La preparación de las mezclas de reacción se llevó a cabo en tubos de 1,5 mL de microcentrífuga 

empleándose los componentes expuestos a continuación, cuyas cantidades se especificarán en 

su apartado correspondiente: 

• Cebadores específicos para cada reacción (Invitrogen, California, EE.UU.) 

• PCR Master Mix: 5x MyTAQ™ Reaction Buffer que contiene 15mM MgCl2 y 5 mM dNTPs 

(Bioline GmbH, Luckenwalde, Alemania) 

• dNTPs en exceso: 10 mM dNTPs Mix (Invitrogen, California, EE.UU.)  
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• ADN polimerasa: 5U/µL MyTAQ™ DNA polymerase (2,5 U) (Bioline GmbH, Luckenwalde, 

Alemania) 

• Agua ultrapura (grado-PCR) 

Cada mezcla de reacción se procesó de forma equivalente, mezclando su contenido 

suavemente, pipeteando hacia arriba y hacia abajo varias veces, y dispensando el volumen total 

en tubos de 200 μL para PCR con tapa y pared delgada, que se mantuvieron en gradillas 

refrigeradas para tubos de PCR hasta adicionar las cantidades correspondientes de ADN molde. 

El proceso de amplificación se realizó en los termocicladores 2720 Thermal Cycler (Applied 

Biosystems, Massachusetts, EE.UU.) o C1000 Touch Thermal Cycler (Bio‐Rad, California, 

EE.UU.). Todos los productos de amplificación obtenidos al finalizar las PCR se conservaron a 

4°C. 

Posteriormente, para valorar visualmente la amplificación de los aislados, se emplearon geles 

de agarosa al 2%. Para comenzar con la elaboración de los geles, se preparó una dilución de 

trabajo 1/20 a partir de una solución tampón 10x Tris-Borato-EDTA (TBE): 89 mM de Tris borato, 2 

mM EDTA, pH 8,3 ±1. La mezcla obtenida se almacenó a temperatura ambiente. 

Por cada electroforesis, se añaden 100 mL de 0,5x TBE a una botella de vidrio de borosilicato, 

donde se disuelven 2 g de agarosa en polvo D5 agarose gel (Condalab, Madrid, España) mediante 

la aplicación de calor en microondas (≈ 5 minutos). Una vez obtenida la disolución, se deja 

enfriar a temperatura ambiente y, cuando se mantenga tibia (≈ 60ºC), se añaden 3 µL del 

marcador PronasafeTM (Condalab, Madrid, España), homogenizando por agitación suave. La 

mezcla se deposita en un el sistema de cubetas Sub-Cell GT Horizontal Electrophoresis System 

(Bio‐Rad, California, EE.UU.), que consiste en un molde y un peine que proporciona los pocillos 

de muestras. El número de muestras por electroforesis dependerá del número de pocillos del 

peine (15-30 muestras por electroforesis). Tras ≈ 30 minutos a temperatura ambiente se solidifica 

la solución obteniéndose el gel listo para cargar los productos amplificados. 

Un volumen de 18 µL de los productos de PCR se mezcla con una gota (≈ 1,5 µL) de tampón de 

carga 6x DNA Loading Dye (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, EE.UU.) o similar, el cual 

proporciona un aumento de densidad de las muestras que se depositan en el fondo de los 

pocillos elaborados en el gel y nos permite visualizar la migración del ADN. El primer pocillo de 

cada fila se carga con 5 µL de marcador de peso molecular o DNA ladder tal como GeneRuler 

100 bp DNA Ladder (Thermo Fisher Scientific, Massachusetts, EE.UU.) o similar, que nos ayuda 
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a inferir el tamaño (número de pb) de nuestro ADN amplificado. Por cada gel, se empleó un 

control positivo (ADN del protista a estudio) y un control negativo (agua ultrapura (grado-PCR)). 

El gel cargado se sumerge en una cubeta con una solución de 0,5x TBE que actúa como 

conductor y se aplica un campo eléctrico de ≈ 120 V durante 50 min conectándolo a la fuente 

PowerPac Basic Power Supply (Bio‐Rad, California, EE.UU.). 

Para revelar el resultado se empleó el equipo DNR MiniBis Pro transilluminator (312nm) (DNR 

Bio-imaging, Jerusalén, Israel). El sistema cuenta con una cámara CMOS de 16 bits y 1,3 

megapíxeles que permite, gracias al software Gel-Capture, observar la imagen a tiempo real del 

gel irradiado con UV y ajustar parámetros como exposición y brillo, siendo posible, además, 

realizar capturas fotográficas. En la Figura 19 se observa un ejemplo de imagen obtenida con este 

transiluminador. El grosor de las bandas está relacionado con la cantidad de fragmentos de ADN 

del mismo tamaño obtenido. Este tamaño puede ser inferido a partir de su comparativa con las 

bandas observadas en el marcador de peso molecular. 

 

Figura 19. Imagen de un gel de agarosa cargado con ADN amplificado obtenida a partir del 

equipo DNR MiniBis Pro transilluminator (312 nm) (DNR Bio-imaging, Jerusalén, Israel). 

*Muestras con ADN amplificado de ≈ 600 pb pertenecientes al barcoding ssu ADNr de Blastocystis sp. 

3.7.3.1. Caracterización molecular de Giardia intestinalis 

El ssu ADNr de Giardia intestinalis, como marcador molecular, se trata de una región genética 

conservada que carece de secuencias divergentes entre un genotipo y otro, imposibilitando la 

opción de caracterización molecular del parásito. Es por ello que, tras la detección de este gen y 

semicuantificación en términos de ciclo umbral (Ct), se realizaron técnicas de PCR convencional 

empleando otros marcadores genéticos con mayor especificidad. Estas PCR tenían como diana 

genes monocopia de G. intestinalis, con alta diversidad, que nos permiten obtener el genotipo y 
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subgenotipo de cada aislado. El carácter monocopia de estas dianas provoca que estas técnicas 

presenten una baja sensibilidad, necesitando de una concentración de ADN molde considerable 

para obtener buenos resultados, es decir, se necesita de una carga parasitaria relativamente alta 

de inicio para obtener resultados consistentes en la caracterización molecular. 

Específicamente, se detectaron secuencias parciales de genes codificantes de la enzima 

Glutamato deshidrogenasa (gdh) y de la proteína estructural β-giardina (bg), llevándose a cabo 

un estudio de Tipificación Multilocus de Secuencias (MLST).  

3.7.3.1.1. Glutamato deshidrogenasa 

La actividad enzimática de Glutamato deshidrogenasa (GDH) en Giardia intestinalis está 

relacionada con el metabolismo de los hidratos de carbono, aminoácidos y la asimilación del 

amoníaco. Juega un papel importante en la producción de alanina y en la oxidación de NAD(P)H, 

manteniendo el volumen fisiológico del parásito (Yee & Dennis, 1992; Paget et al., 1993; Park et 

al., 1998). Se ha comprobado que el estudio de este gen es útil para la caracterización molecular 

de G. intestinalis, pudiendo identificar de este análisis tanto el genotipo como los diferentes 

subgenotipos (Read et al., 2004). 

En este caso, se amplificó un fragmento de 432 pb del gen codificante para la enzima GDH 

mediante una PCR convencional semianidada; esta PCR consiste en concatenar dos PCR 

convencionales que comparten uno de los cebadores. En una primera PCR se obtiene un 

amplicón que será el ADN molde para la segunda PCR. Para ello, se emplean dos cebadores en 

la primera PCR manteniendo uno de ellos en la segunda PCR que se combina con otro cebador. 

En este caso, se empleó un único cebador reverse (gdhi_R) en ambas PCR y dos cebadores 

forward, gdhe_F en la primera PCR como cebador externo y gdhi_F en la segunda PCR como 

cebador interno (Read et al., 2004). Las secuencias de estos oligonucleótidos se muestran en la 

Tabla 7. 

Tabla 7. Oligonucleótidos empleados en la detección de gdh de G. intestinalis. 

Oligonucleótido Secuencia 5’-3’ Referencia 

gdhe_F TCAACGTYAAYCGYGGYTTCCGT 
Read et al., 
2004 gdhi_F CAGTACACCTCYGCTCTCGG 

gdhi_R GTTRTCCTTGCACATCTCC 

Rojo: nucleótidos degenerados (R: A/G  ;  Y: C/T) 
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Los cebadores empleados son degenerados, ya que presentan dos posibles nucleótidos en una 

misma posición (resaltados en rojo en la Tabla 7); esto es necesario para conseguir la correcta 

hibridación en los distintos genotipos y subgenotipos de G. intestinalis, que presentan 

variabilidad en sus secuencias. 

La mezcla de reacción de la primera PCR consiste en: 

• 1,25 μL de forward primer 10 µM gdhe_F (500 nM) 

• 1,25 μL de reverse primer 10 µM gdhi_R (500 nM) 

• 5 μL de PCR Master Mix 

• 0,5 μL de ADN polimerasa 

• 0,5 dNTPs 

• 11,5 μL de agua 

Para la segunda PCR se emplearon iguales volúmenes, reemplazando forward primer gdhe_F por 

10 µM gdhi_F (500 nM). El volumen de ADN molde fue de 5 µL para las dos PCR, consiguiendo un 

volumen final de reacción de 25 µL. 

Para la amplificación se emplearon los tiempos y temperaturas de reacción descritos en la Tabla 

8, idénticos en ambas PCR (primera y segunda de la PCR semianidada).  

Tabla 8. Perfil térmico y tiempos de PCR convencional para el gen gdh de G. intestinalis. 

Etapa Temperatura (ºC) Tiempo Referencia 

Activación ADN polimerasa y 
desnaturalización ADN 95 3 min 

Read et al., 
2004 

Desnaturalización  95 30 s 

35 ciclos Hibridación de los cebadores  55 30 s 

Elongación 72 1 min 

Extensión final 72 7 min 

Mantenimiento 4 ∞ 

 

3.7.3.1.2. β-giardina 

La proteína estructural β-giardina (bg) está asociada al citoesqueleto de Giardia intestinalis. Una 

de sus funciones es formar parte de la superficie de membrana del disco ventral de los 
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trofozoítos, interaccionando con otras proteínas del citoesqueleto, como los microtúbulos en las 

microcintas o puentes cruzados, manteniendo la integridad de este disco ventral (Macarisin et 

al., 2012, Elmendorf et al., 2003). 

La alta heterogeneidad del gen codificante para bg hace posible la tipificación y subtipificación 

del genotipo A de G. intestinalis en AI, AII y AIII, aunque no consigue diferenciar entre los 

diferentes subgenotipos del genotipo B (Cacciò et al., 2002; Lalle et al., 2005). 

Para amplificar el gen codificante para bg se realizó una PCR anidada con un fragmento de 511 

pb de longitud como diana final. Este tipo de proceso consiste en llevar a cabo dos PCR 

consecutivas; en la primera se emplean dos cebadores externos y, sobre el producto de la 

primera reacción, se realiza una segunda PCR usando cebadores internos diferentes que 

flanquean una región central de este amplicón (Cacciò et al., 2002; Lalle et al., 2005). Las 

secuencias de los cuatro oligonucleótidos usados en esta PCR anidada se muestran en la Tabla 

9, siendo los cebadores externos G7_F y G759_R y los internos G99_F y G609_R. 

Tabla 9. Oligonucleótidos empleados en la detección de bg de G. intestinalis. 

Oligonucleótido Secuencia 5’-3’ Referencia 

G7_F AAGCCCGACGACCTCACCCGCAGTGC 
Cacciò et al., 
2002; Lalle et 
al., 2005 

G759_R GAGGCCGCCCTGGATCTTCGAGACGAC 

G99_F GAACGAACGAGATCGAGGTCCG 

G609_R CTCGACGAGCTTCGTGTT 

 

La mezcla de reacción de la primera PCR consiste en: 

• 1 μL de 10 μM forward primer G7_F (200 nM) 

• 1 μL de 10 μM reverse primer G759_R (200 nM) 

• 5 μL de PCR Master Mix 

• 0,5 μL de ADN polimerasa 

• 0,5 dNTPs 

• 12 μL de agua 
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Para la segunda PCR, se incrementó el volumen de agua a 14 µL y se reemplazaron los cebadores 

externos por los internos, 10 μM forward primer G99_F (200nM) y 10 μM reverse primer G609_R 

(200nM). 

En la primera PCR se usaron 5 µL de ADN molde y en la segunda PCR se emplearon 3 µL de 

amplicón, obteniendo en ambas un volumen final de reacción de 25 µL. 

Las condiciones de PCR establecidas se muestran en la Tabla 10.  

Tabla 10. Perfil térmico y tiempos de PCR convencional para el gen bg de G. intestinalis. 

Etapa Temperatura (ºC) Tiempo Referencia 

Activación ADN polimerasa y 
desnaturalización ADN 95 7 min 

Cacciò et al., 
2002; Lalle et 
al., 2005 

Desnaturalización  95 30 s 

35 ciclos Hibridación de los cebadores  65/55* 30 s 

Elongación 72 1 min 

Extensión final 72 7 min 

Mantenimiento 4 ∞ 

*65ºC para la primera PCR y 55ºC para la segunda PCR. 

3.7.3.2. Identificación y caracterización molecular de Blastocystis sp. 

El ssu ARNr 18S de Blastocystis sp. procede de un gen conservado, pero, a diferencia de lo que 

ocurría en el caso de Giardia intestinalis, éste engloba una región con secuencia hipervariable 

entre los diferentes subtipos y resulta útil para realizar caracterización molecular. Es por lo que, 

con una PCR convencional directa, podemos obtener un producto amplificado útil para 

secuenciar y realizar la tipificación de este protista. 

Para este análisis, se utilizó un fragmento diana de 600 pb del gen ssu ADNr, siguiendo el 

protocolo desarrollado por Scicluna y colaboradores (Scicluna et al., 2006).  

La identificación y las secuencias de los cebadores quedan reflejados en la Tabla 11. 
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Tabla 11. Oligonucleótidos empleados en la detección de Blastocystis sp. 

Oligonucleótido Secuencia 5’-3’ Referencia 

RD5 ATCTGGTTGATCCTGCCAGT Scicluna et al., 
2006 

BhRDr GAGCTTTTTAACTGCAACAACG 

La mezcla de reacción de la PCR consistía en: 

• 1,25 μL de 10 µM forward primer RD5 (500 nM) 

• 1,25 μL de 10 µM reverse primer BhRDr (500 nM) 

• 5 μL de PCR Master Mix 

• 0,5 μL de ADN polimerasa 

• 0,5 dNTPs 

• 11,5 μL de agua 

Se añadieron a la mezcla de reacción 5 µL de ADN molde consiguiendo un volumen final de 

reacción de 25 µL. 

El proceso de PCR se detalla en la Tabla 12.  

Tabla 12. Perfil térmico y tiempos de PCR convencional frente a ssu ADNr de Blastocystis sp. 

Etapa Temperatura (ºC) Tiempo Referencia 

Activación ADN polimerasa y 
desnaturalización ADN 95 3 min 

Scicluna et 
al., 2006 

Desnaturalización  94 1 min 

30 ciclos Hibridación de los cebadores  59 1 min 

Elongación 72 1 min 

Extensión final 72 2 min 

Mantenimiento 4 ∞ 

 

3.7.4. Secuenciación Sanger 

Para determinar la secuencia de nucleótidos de los marcadores moleculares obtenidos en las 

PCRs convencionales, se llevó a cabo una secuenciación Sanger.  
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Esta técnica fue desarrollada por Frederick Sanger en 1977 (Sanger et al., 1977). Se denomina 

secuenciación por terminador fluorescente y consiste en realizar una amplificación añadiendo 

a los componentes de la mezcla de reacción didesoxinucleótidos (ddNTP), ddNTPs que carecen 

del hidroxilo terminal en el extremo 3´, lo que desencadena el fin de la elongación, ya que la ADN 

polimerasa es incapaz de añadir nuevos nucleótidos a la cadena.  

Estos ddNTPs se encuentran marcados por diferentes fluoróforos para cada nucleótido en su 

extremo 5´ (FAM para citosina, JOE para adenina, TAMRA para guanina y ROX para timina). Al final 

de la amplificación, lograremos cadenas de diferente longitud en función de la posición en la que 

se haya incorporado el ddNTP y, por tanto, haya desencadenado la terminación de la elongación. 

Las secuencias se separan por tamaño gracias a una electroforesis capilar, empleando un láser 

de argón para excitar los fluorocromos. El resultado final consiste en un electroferograma o 

cromatograma con diferentes picos de emisión que nos determinan la posición de cada 

nucleótido en la secuencia, comenzando con el nucleótido que se corresponde con el fragmento 

de tamaño más pequeño y sus consecutivos (Figura 20) (García-Sancho, 2010). 

 

Figura 20. Cromatograma visualizado en Chromas 2.6.6 (Technelysium, Brisbane, Australia). 

La secuenciación se llevó a cabo con los dos cebadores internos para cada gen a estudio, 

empleando el sistema BigDye Terminator (Applied Biosystems, California, EE.UU.) en el 

secuenciador de ADN automatizado ABI PRISM 3100 Genetic Analyzer (Thermo Fisher Scientific, 

Massachusetts, EE.UU.). 

Por cada aislado, se obtuvieron cromatogramas de ambos cebadores, en direcciones forward y 

reverse, que se visualizaron gracias al programa Chromas 2.6.6 (Technelysium, Brisbane, 

Australia) (Ejemplo en Figura 20).  

Posteriormente, se empleó el software MEGA-X 11 v11.0.13 (Molecular Evolutionary Genetics 

Analysis), para alinear ambas secuencias y obtener una secuencia consenso, gracias al 

algoritmo ClustalW de alineamiento múltiple (Kumar et al., 2018) (Figura 21). En el caso de no 
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conseguirlo por baja calidad de alguna de las secuencias, se completó el estudio con sólo una 

de ellas.  

 

Figura 21. Alineamiento de secuencias realizado con el algoritmo ClustalW del programa MEGA-

X 11 v11.0.13 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis). 

La búsqueda de mutaciones y coinfecciones se llevó a cabo analizando los resultados de ambos 

programas, que permitieron alinear nuestras secuencias con secuencias de referencia y 

visualizar mutaciones y dobles picos en los cromatogramas.  

Con esta última etapa experimental, se pretende completar la caracterización molecular de los 

protistas, determinando el subtipo/alelo o genotipo/subgenotipo, según el caso, la presencia de 

SNPs e incluso la coexistencia de diferentes subtipos, alelos, genotipos o subgenotipos.  

3.7.4.1. Giardia intestinalis 

En la caracterización molecular de Giardia intestinalis, se realizó un estudio de Tipificación 

Multilocus de Secuencias (Multilocus Sequence Typing, MLST), técnica de epidemiología 

molecular que permite la tipificación parasitaria mediante la identificación de polimorfismos 

tras la amplificación y secuenciación de genes que difieren en secuencia entre cada 

genotipo/subgenotipo, en el presente trabajo, gdh y bg.  

En primer lugar, la identificación del parásito se concretó mediante el alineamiento local de las 

secuencias consenso de cada aislado en la base de datos del Centro Nacional para la 

Información Biotecnológica (National Center for Biotechnology Information (NCBI)) 

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), empleando BLAST (Basic Local Alignment Search Tool, 

TBLASTn para nucleótidos). Se consideró una identificación válida cuando existía una 

correlación ≥98% con las secuencias obtenidas en BLAST (Camacho et al., 2009). 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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Una vez asegurado que nuestro aislado se corresponde con G. intestinalis, mediante el software 

MEGA-X 11 v11.0.13 se alineó cada secuencia a estudio con las secuencias de referencia de la 

base de datos pública GenBank que se muestran en la Tabla 13. 

Tabla 13. Secuencias de referencia de GenBank empleadas para la tipificación de G. 

intestinalis. 

GENOTIPO SUBGENOTIPO Secuencias gdh  Secuencias bg  

A 

I L40509 AY655702 

II L40510 AY072723 

III EU637582 AY072724 

B 
III AF069059 

AY072727 
IV L40508 

*Las secuencias de referencia completas de gdh y bg quedan detalladas en el Anexo II. 

Con el análisis de las secuencias y cromatogramas es posible obtener el genotipo y subgenotipo, 

además de estudiar la presencia de polimorfismos. Se consideró la posible coinfección de varios 

subgenotipos cuando se localizaron 3 o más dobles picos en el cromatograma que se 

identificaban por secuencia con dos subgenotipos diferentes. 

3.7.4.2. Blastocystis sp. 

Para el estudio de Blastocystis sp., se evaluaron las secuencias de ssu ADNr, empleando la base 

de datos pública Public databases for molecular typing and microbial genome diversity of 

Blastocystis sp. (PUBMLST Blastocystis) (http://pubmlst.org/Blastocystis/) desarrollada por 

Rune Stensvold y Graham Clark (Stensvold & Clark, 2016b). Mediante la opción Blastocystis 

typing > Sequence query se obtiene información del subtipo y alelo de Blastocystis sp. al que 

pertenece la secuencia a estudio.  

Los locus empleados como referencia para nuestro trabajo se corresponden con un fragmento 

de la secuencia completa de ssu ADNr, denominada 18S_rRNA_barcode en PUBMLST 

Blastocystis. Estas secuencias tienen aproximadamente 350 pb y muestran divergencias entre 

distintos subtipos y alelos, con variaciones que, en algunos casos, pueden reducirse a un único 

nucleótido entre dos alelos dentro de un mismo subtipo (Stensvold, 2013). 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/L40509
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AY655702.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/L40510
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AY072723.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/EU637582
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AY072724.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AF069059
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AY072727.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/L40508
http://pubmlst.org/blastocystis/
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Se consideró una identificación correcta cuando existía una correlación ≥98% con la secuencia 

de referencia de la base de datos, teniendo en cuenta que la aparición de dos o más mutaciones 

puntuales con respecto a la secuencia de referencia podría indicar que el organismo a estudio 

represente un nuevo alelo dentro de un subtipo conocido (Stensvold & Clark, 2016b). 

3.7.5. Estudio de cambios aminoacídicos 

En el estudio genético de Giardia intestinalis, una vez detectada la presencia de SNPs en nuestras 

secuencias, se llevó a cabo un análisis de la posible implicación de estos polimorfismos en las 

proteínas resultantes.  

3.7.5.1. Glutamato deshidrogenasa 

La traducción de los genes de referencia de GenBank empleados en el estudio de gdh, presentan 

los siguientes identificativos: AAB00474 (proteína derivada de la traducción del gen L40510, AII), 

AAD54621 (AF069059, BIII) y AAB00475 (L40508, BIV).  

Como enzima completa de referencia para facilitar la localización de las mutaciones observadas 

en nuestras secuencias, se empleó la secuencia de referencia de GenBank XP_001707257 cuyas 

características quedan plasmadas en la Tabla 14, obtenidas a partir de la herramienta Interpro 

(EMBL-EBI, Hinxton, UK; https://www.ebi.ac.uk/Interpro/). 

Tabla 14. Secuencia de referencia de GenBank XP_001707257: proteína completa NADP-

specific glutamate dehydrogenase [Giardia intestinalis]. 

MPAQTIEELIAVIKQRDGHMTEFRQAVEEVVDSLKVIFEREPKYIPIFERMLEPERVIIFRVPWMDDAGRI

NVNRGFRVQYNSALGPYKGGLRFHPSVNLSILKFLGFEQILKNSLTTLPMGGGKGGSDFDPKGKSDN

EVMRFCQSFMTELQRHVGADTDVPAGDIGVGAREIGYLYGQYKRLRNEFTGVLTGKNVKWGGSFIRPE

ATGYGAVYFLEEMCKDNNTVIRGKNVLLSGSGNVAQFACEKLIQLGAKVLTFSDSNGTIVDKDGFNEE

KLAHLMYLKNEKRGRVSEFKDKYPSVAYYEGKKPWECFEGQVDCIMPCATQNEVSGDDATRLVGLGL

KFVAEGANMPSTAEAVHVYHAKGVMYGPAKASNAGGVSVSGLEMSQNSVRLQWTAEEVDQKLRGIM

RGIFVACRDTAKKYGHPKNYQMGANIAGFLKVADSMIEQGCV 

Destacado: centro activo; Rojo: lisina conservada; Verde: Dominio de dimerización; Morado: Dominio de 

unión al cofactor Nicotin Adenin Dinucleótido (NAD(P)+); Subrayado: región a estudio debido a la PCR 

convencional empleada frente a gdh. 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/AAB00474.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/5880323
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/886235
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_001707257.1?report=genpept
https://www.ebi.ac.uk/interpro/
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De los 229 aminoácidos de las proteínas AAB00474 (AII), AAB00475 (BIV) y AAD54621 (BIII), los 

analizados en este estudio fueron 131 y se disponen entre las posiciones 86 y 216 de la secuencia 

completa de referencia XP_001707257 que está formada por 449 aminoácidos. Este tramo se 

encuentra subrayado sobre la secuencia anterior de la Tabla 14. 

Remarcado en amarillo se muestran los residuos que conforman el centro activo de la enzima; 

compuesto por 14 aminoácidos que ocupan las posiciones de la 119 a la 132 de XP_001707257. 

Contiene una región rica en glicina (G) y un residuo de lisina central (K) conservado (marcado en 

rojo en la Tabla 14), que está implicado en la actividad catalítica enzimática, la cual consiste en 

una reacción reversible de desaminación oxidativa. 

Encontramos dos dominios imprescindibles para que la enzima sea funcional. La región de 

dimerización, que se extiende entre los aminoácidos 54 y 181 (verde en la Tabla 14), es un 

dominio estructural clave que media la interacción entre subunidades del ensamblaje 

hexamérico final (Park et al., 1998). Esta interacción es crucial para la función enzimática, ya que 

problemas en la oligomerización pueden afectar a la estabilidad, actividad catalítica y regulación 

de la enzima. El segundo dominio, que engloba los aminoácidos del 192 al 448, se trata del 

dominio de unión al NAD(P)+, cofactor de la reacción enzimática (morado en la Tabla 14). 

La estructura terciaria de GDH se encuentra conformada por estructuras secundarias alfa hélice 

(α-hélice), lámina beta (β-lámina) y diferentes giros sin estructura secundaria definida. En la 

Figura 22 se visualiza esta estructura obtenida de la base de datos de AlphaFold (EMBL-EBI, 

Hinxton, UK; https://AlphaFold.ebi.ac.uk/) (Jumper et al., 2021).  

 

Figura 22. (a.) Estructura terciaria de GDH obtenida de AlphaFold (https://AlphaFold.com/)                       

(b.) y remarcando la región diana a estudio (131 aminoácidos). Referencia: AF-A0A0F6PNH3-F1.  

El dominio de unión al cofactor NAD(P)+ aparece en morado, el dominio de dimerización se muestra en 

verde, englobando al centro activo (amarillo) que está formado principalmente por una β-lámina. 

b.  a. 

https://alphafold.ebi.ac.uk/
https://alphafold.com/
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3.7.5.2. β-giardina 

La traducción de los genes de referencia de GenBank empleados en el estudio de bg, AY072723 

como subgenotipo AII y AY072727 como genotipo B, presentan los identificativos AAL67658 y 

AAL67662, respectivamente. 

La secuencia completa de referencia de la proteína BG con el identificativo de GenBank 

XP_001705425, fue la empleada como referencia para la localización de las mutaciones a 

estudio. Las características de su secuencia obtenidas a partir de Interpro (EMBL-EBI, Hinxton, 

UK; https://www.ebi.ac.uk/Interpro/) se muestran en la Tabla 15. 

Tabla 15. Secuencia de referencia de GenBank XP_001705425: proteína completa Beta-

Giardin [Giardia intestinalis]. 

MSMFTSTRTLTQTMDKPDDLTRSATETAVKLSNMNQRVSRFHDKMENEIEVRRVDDDTRVKMIKDAIA

HLDRLIQTESRKRQASFEDIREEVKKSADNMYLTIKEEIDTMAANFRKSLAEMGDTLNNVETNLQNQIAI

HNDAIAALRKEALKSLNDLETGIATENAERKKMYDQLNEKVAEGFARISAAIEKETIARERAVSAATTEALT

NTKLVEKCVNEQLENVASEIRAIQEEIDREKAERKEAEDKIVNTLEDVVSKIQGGLSMVTKH 

Verde: Dominio amino-terminal (HEAD) con estructura no helicoidal; Morado: Dominio carboxi-terminal 

(ROD) con estructura helicoidal; Subrayado: región a estudio debido a la PCR convencional empleada 

frente a bg. 

Los 157 aminoácidos estudiados, según los cebadores de PCR empleados, se encuentran 

subrayados en la secuencia anterior de la Tabla 15, y engloban del residuo 54 al 210 de la 

secuencia completa de referencia XP_001705425, la cual está conformada por 272 aminoácidos 

en total. 

La estructura tridimensional de esta proteína BG se basa fundamentalmente en dos dominios, 

el amino-terminal (HEAD, marcado en verde en la Tabla 15 y anaranjado en la Figura 23) con ≈ 30 

aminoácidos de longitud, que muestra una estructura no helicoidal; y el dominio carboxi-

terminal (ROD, marcado en morado en la Tabla 15 y predominantemente azul en la Figura 23) que 

cuenta con ≈ 250 aminoácidos y presenta una estructura principalmente α-helicoidal (α-hélice) 

con formación de hélices superenrolladas (coil) (Holberton et al., 1988). La estructura final es 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/18389198
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/18389202
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_001705425.1?report=genpept
https://www.ebi.ac.uk/interpro/
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fundamental para garantizar la integridad estructural del citoesqueleto del parásito, además de 

jugar un papel importante en su patogenicidad.  

  

Figura 23. (a.) Estructura terciaria de BG obtenida de AlphaFold (https://AlphaFold.com/) (b.) y 

remarcando la región diana a estudio (157 aminoácidos). Referencia: AF-P15518-F1. 

3.7.6. Análisis filogenético 

Con la intención de hacer un análisis más profundo de los aislados, se elaboró un estudio de las 

relaciones evolutivas de cada secuencia de nucleótidos obtenida a partir de la secuenciación 

Sanger. Para ello, además de las secuencias de este trabajo se emplearon otras secuencias 

relacionadas recabadas de GenBank. En los siguientes subapartados se detallan las 

características de dichas secuencias según el protista a estudio. 

Este análisis se llevó a cabo con el programa MEGA-X 11 v11.0.13 realizando una representación 

gráfica mediante árboles filogenéticos de cada uno de los protistas y genes. Específicamente se 

empleó el método de agrupamiento de vecinos o, en inglés, Neighbor-joining (Saitou & Nei, 

1987), árbol aditivo donde la longitud de sus ramas indica las distancias entre las secuencias 

que relacionan, según las diferencias o semejanzas entre éstas. Para el cálculo de estas 

distancias evolutivas se utilizó el modelo de acúmulo de sustituciones más adecuado, 

seleccionado a partir de MEGA-X según criterios de información Akaike (AIC) y Bayesiano (BIC). 

Se representaron los árboles a escala. 

El soporte estadístico se llevó a cabo mediante 1000 simulaciones o réplicas de Bootstrap, para 

asociar un intervalo de confianza a cada árbol creado (Felsenstein, 1985). Los valores en 

porcentaje de Bootstrap se plasmaron en cada punto de bifurcación de las ramas de los árboles.  

Los valores de Bootstrap por encima de 95% garantizan un alto respaldo estadístico, siendo 

deseable un valor superior al 80%. Valores muy inferiores representan un soporte estadístico 

bajo, por lo que, en aquellos árboles filogenéticos en los que alguna de las ramas obtuvo un valor 

de soporte estadístico inferior a 80, se modificó a un árbol condensado, donde las ramas de baja 

b.  a. 

https://alphafold.com/
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significancia se eliminan. En este tipo de árbol se enfatiza en los patrones de ramificación o 

topología del árbol, pero sin que la longitud de las ramas sea proporcional a la cantidad de 

sustituciones de nucleótidos. 

3.7.6.1. Blastocystis sp. 

Para el estudio evolutivo del ssu ADNr de Blastocystis sp. se emplearon, además de las 

secuencias obtenidas en este estudio, los 18S_rRNA_barcode correspondientes a ST1 alelo 2 y 

75, ST2 alelo 10 y 68, ST3 alelo 35 y 136, ST4 alelo 90 y 94, ST5 alelo 18, ST6 alelo 124 y 125, ST7 

alelo 40, 104 y 137 y ST9 alelo 120, descargados de la base de datos PUBMLST Blastocystis. 

Como grupo externo se utilizó la secuencia de referencia AY730405 de ssu ADNr de Dientamoeba 

fragilis. 

3.7.6.2. Giardia intestinalis 

3.7.6.2.1. Glutamato deshidrogenasa 

Se incluyeron en este análisis las secuencias de referencia empleadas como molde en el análisis 

de secuenciación de gdh. Un total de 392 pb que se corresponden con los nucleótidos entre las 

posiciones 84 y 476 de L40509 (AI), L40510 (AII) y L40508 (BIV) y el tramo 48-440 de AF069059 

(BIII). 

Se añadieron secuencias correspondientes a otros genotipos asociados a animales, realizando 

el análisis sobre los nucleótidos entre las posiciones 84 y 476 de estas secuencias, U60984 

como genotipo C y U60986 como genotipo D, representantes del género Giardia aisladas de 

perros, U47632 como genotipo E aislado de ungulados domésticos y, por último, AF069057 como 

genotipo F derivado de un gato. 

Se empleó como grupo externo la secuencia de gdh de Spironucleus vortens AF533883 (el tramo 

del nucleótido 87 al 479), flagelado dentro del Orden Diplomonadida como Giardia intestinalis. 

3.7.6.2.2. β-giardina 

En el análisis filogenético de las secuencias de bg se incluyeron las secuencias de referencia 

anteriormente descritas para el estudio MLST de Giardia intestinalis, AY072723 (AII), AY072724 

(AIII) y AY072727 (B), específicamente se estudiaron 474 pb correspondientes a los nucleótidos 

entre las posiciones 111 y 585 de estas secuencias. Además, se añadieron secuencias de 

https://pubmlst.org/bigsdb?db=pubmlst_blastocystis_seqdef&page=alleleInfo&locus=18S_rRNA_barcode&allele_id=21
https://pubmlst.org/bigsdb?db=pubmlst_blastocystis_seqdef&page=alleleInfo&locus=18S_rRNA_barcode&allele_id=75
https://pubmlst.org/bigsdb?db=pubmlst_blastocystis_seqdef&page=alleleInfo&locus=18S_rRNA_barcode&allele_id=10
https://pubmlst.org/bigsdb?db=pubmlst_blastocystis_seqdef&page=alleleInfo&locus=18S_rRNA_barcode&allele_id=68
https://pubmlst.org/bigsdb?db=pubmlst_blastocystis_seqdef&page=alleleInfo&locus=18S_rRNA_barcode&allele_id=35
https://pubmlst.org/bigsdb?db=pubmlst_blastocystis_seqdef&page=alleleInfo&locus=18S_rRNA_barcode&allele_id=136
https://pubmlst.org/bigsdb?db=pubmlst_blastocystis_seqdef&page=alleleInfo&locus=18S_rRNA_barcode&allele_id=90
https://pubmlst.org/bigsdb?db=pubmlst_blastocystis_seqdef&page=alleleInfo&locus=18S_rRNA_barcode&allele_id=94
https://pubmlst.org/bigsdb?db=pubmlst_blastocystis_seqdef&page=alleleInfo&locus=18S_rRNA_barcode&allele_id=18
https://pubmlst.org/bigsdb?db=pubmlst_blastocystis_seqdef&page=alleleInfo&locus=18S_rRNA_barcode&allele_id=124
https://pubmlst.org/bigsdb?db=pubmlst_blastocystis_seqdef&page=alleleInfo&locus=18S_rRNA_barcode&allele_id=125
https://pubmlst.org/bigsdb?db=pubmlst_blastocystis_seqdef&page=alleleInfo&locus=18S_rRNA_barcode&allele_id=40
https://pubmlst.org/bigsdb?db=pubmlst_blastocystis_seqdef&page=alleleInfo&locus=18S_rRNA_barcode&allele_id=104
https://pubmlst.org/bigsdb?db=pubmlst_blastocystis_seqdef&page=alleleInfo&locus=18S_rRNA_barcode&allele_id=137
https://pubmlst.org/bigsdb?db=pubmlst_blastocystis_seqdef&page=alleleInfo&locus=18S_rRNA_barcode&allele_id=120
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AY730405.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/U60984
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/U60986
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/U47632
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AF069057
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AF533883.1
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genotipos zoonóticos, AY545646 como genotipo C (tramo 19-493 nucleotídico) y AY545647 

genotipo D (tramo 111-585 nucleotídico) aislados de perros, AY072729 como genotipo EI (tramo 

111-585 nucleotídico) derivado de heces humanas, AY545650 como genotipo EII (tramo 19-458 

nucleotídico) y AY647264 como genotipo F (tramo 111-585 nucleotídico). 

En este caso no se pudo emplear ningún grupo externo al tratarse BG de una proteína estructural 

única de G. intestinalis. 

3.8. RECOGIDA DE DATOS CLÍNICOS 

Para el análisis de la anamnesis, patologías y datos de interés asociados al episodio clínico 

activo por el que el paciente remitía la muestra de heces al servicio de Microbiología y 

Parasitología del hospital, se empleó la plataforma GestLab (Clinisys, Alicante, España) Sistema 

de Información de Laboratorio (SIL) que documenta las pruebas analíticas y microbiológicas 

realizadas, y los programas Mizar (Orion Clinic) y Sistema de Información Ambulatorio (SIA) 

ABUCASIS de la Agencia Valenciana de Salud (AVS), empleados para gestionar los historiales 

médicos de los pacientes, conectando la información de atención primaria y especializada. 

Los datos sociodemográficos recabados fueron sexo, edad, país de nacimiento y la constancia 

de viajes recientes al extranjero (1-2 meses previos a la remisión de la muestra), siempre 

manteniendo el anonimato del paciente sin aportar ningún dato identificativo.  

Se documentaron los siguientes síntomas y signos por los que el paciente acudía a consulta 

médica: diarrea aguda, diarrea crónica, estreñimiento, dolor abdominal, náuseas, vómitos, 

dispepsia o epigastralgia, meteorismo o flatulencias, heces de consistencia o apariencia 

anormal (heces tipo 1, 2, 5, 6 o 7 en la escala de heces de Bristol (Parés et al., 2009), con 

presencia de moco y/o sangre o con alteración del color con respecto al tono marrón fisiológico), 

incontinencia fecal o urgencia deposicional, proctalgia o rectorragia, prurito anal, fiebre, prurito 

generalizado, pérdida de peso, astenia y eosinofilia (considerando eosinofilia cuando se observa 

una elevación de eosinófilos en sangre periférica por encima del 4%). 

La existencia de pacientes que remitieron muestras de heces sin clínica asociada, fue debido a 

la realización de exámenes de salud en la población por diferentes motivos, como estudio por 

presentar familiares cercanos o convivientes con parásitos en heces, posibles transmisores de 

enteropatógenos debido a la implicación en manipulación de alimentos, exámenes de salud por 

procedencia de países con alta prevalencia parasitaria, analíticas alteradas que apuntan a 

posible parasitación (Ej: eosinofilia) o estudios por tratamientos inmunosupresores severos. 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AY545646.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AY545647.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AY072729.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AY545650.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AY647264.1
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Además, se estudiaron las coinfecciones parasitarias observadas mediante microscopía óptica 

y se anotó la presencia de otras afectaciones gastrointestinales (no infecciosas) que pudiesen 

explicar la clínica, si existían patologías alérgicas y/o inmunosupresión. Se consideraron 

inmunodeprimidos los pacientes que presentaron condiciones o tratamientos reconocidos por 

comprometer la inmunidad, conforme a criterios del CDC para individuos “moderada o 

severamente inmunocomprometidos” (CDC, 2025). Esto incluye receptores de trasplantes en 

tratamiento inmunosupresor, pacientes con neoplasias hematológicas activas, personas con 

VIH mal controlado o avanzado, y otros sujetos bajo tratamiento inmunosupresor prolongado.  

3.9. ANÁLISIS ESTADÍSTICO 

Para llevar a cabo el análisis estadístico se empleó el programa IBM® SPSS® Statistics V25.0 

(Armonk, Nueva York, EE.UU.).  

La mayor parte de las variables estudiadas fueron categóricas, por lo que la prueba estadística 

mayoritariamente empleada fue la de Chi-cuadrado de Pearson (χ²). En aquellas tablas de 

contingencia en las que se compararon únicamente dos grupos independientes y en alguna de 

las celdas existían datos con valor inferior a 5, se utilizó la prueba exacta de Fisher (F) en lugar de 

χ².  

En el caso de obtener significación estadística (p<0,05) mediante las pruebas χ² o F, se realizaron 

comparaciones múltiples o por pares corrigiendo los valores de significancia mediante el 

método de Benjamini-Hochberg, ajustando el umbral de significancia para evitar errores de Tipo 

I. El grado de asociación entre las variables se calculó mediante la V de Cramer (V), 

interpretándose un valor de 0–0,3 como asociación débil, de 0,3–0,5 como asociación media o 

moderada, y valores ≥ 0,5 como asociación fuerte. En los casos que existiese aplicabilidad, para 

establecer la relación binaria entre dos variables, se calculó la razón de probabilidades (en inglés 

Odds Ratio, OR) con un intervalo de confianza del 95% (IC95).  

Por otro lado, cuando en el análisis estadístico se disponía de una variable cuantitativa, se evaluó 

si los datos de esta variable seguían una distribución normal mediante la prueba de Shapiro-Wilk 

(W). Si se rechaza la hipótesis de normalidad, para comparar la igualdad de distribución entre 

dos grupos independientes, se empleó la prueba no paramétrica U de Mann-Whitney (U) y, para 

más de dos grupos, la prueba no paramétrica de Kruskal-Wallis (H). En el caso de reportar la 

existencia de significancia estadística (p<0,05), se determinó a qué nivel se establecían estas 

diferencias gracias a comparaciones entre parejas post hoc. 



MATERIAL Y MÉTODOS  |  122 
 

Por otro lado, si al analizar una variable cuantitativa se aceptó la hipótesis de normalidad 

mediante W, el análisis estadístico se realizó sobre la media de los datos. En primer lugar, 

mediante la prueba de Levene (F) se evaluó la homogeneidad de varianzas y, finalmente, para 

dos grupos independientes, se empleó la prueba t de Student (T-test, T).  

Además, se llevó a cabo un análisis de la qPCR para la identificación de Giardia intestinalis, 

estudiando la tasa de éxito en la secuenciación mediante curva ROC (Receiver Operating 

Characteristic) estableciendo el umbral de discriminación en un 95% de especificidad. 
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4.1. MUESTRAS Y POBLACIÓN A ESTUDIO 

En el periodo comprendido entre el 1 de junio de 2017 y el 30 de agosto de 2019 se analizaron un 

total de 8437 muestras de heces correspondientes a 6987 pacientes.  

4.1.2. Análisis de rutina con microscopía óptica: prevalencia parasitaria 

Mediante microscopía óptica, se observaron formas parasitarias en 983 heces (11,6%) de las 

8437 recibidas en el Servicio de Microbiología y Parasitología del H.U.P. La Fe, identificándose 

566 (6,7%) aislados de Blastocystis sp. y 217 (2,6%) de Giardia intestinalis. Se consiguieron 

seleccionar 332 (58,7%) muestras con Blastocystis sp. para realizar estudio molecular. En el 

caso de G. intestinalis, 172 (79,3%) muestras pudieron ser remitidas al ISCIII para identificación 

y caracterización molecular. Las pérdidas se debieron a que el volumen de heces recibido solo 

fue suficiente para diagnóstico clínico, sin remanente para los estudios moleculares posteriores 

(< 200 mg). 

Para el cálculo real de la prevalencia, se eliminaron aquellas muestras de heces con 

aislamientos repetidos (mismo protista intestinal) dentro del mismo episodio clínico, 

considerando un nuevo episodio cuando el lapso entre una muestra y otra fue de 6 meses o más. 

En total, se documentaron 7361 episodios clínicos con 839 muestras positivas (11,4%). La mayor 

prevalencia documentada fue para Blastocystis sp. con 470 aislados (6,4%), seguido de G. 

intestinalis detectada en 203 heces (2,8%) y E. nana con 179 positivos (2,4%); existiendo una 

prevalencia muy inferior para el resto de los parásitos (Tabla 16).  

Un 5,0% (n=353) de los 6987 pacientes totales, presentaron varios episodios clínicos, remitiendo 

diferentes muestras de heces al laboratorio durante los dos años de estudio, donde en 128 

(36,3%) se observaron formas parasitarias en más de una ocasión. 

De los 128 pacientes que padecieron varias infecciones parasitarias, en 20 pacientes se repitió 

el aislamiento del mismo o de los mismos parásitos después de 6 meses del primer episodio 

clínico; en 12 ocasiones Blastocystis sp. volvió a aislarse, se confirmaron 4 pacientes con 

reinfecciones o persistencia crónica de G. intestinalis y se repitió el aislamiento en 6 pacientes 

de Endolimax nana y en uno de Entamoeba coli. 

Los valores detallados de prevalencia de todos los parásitos observados por microscopía se 

muestran en la Tabla 16. 
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Tabla 16. Prevalencia parasitaria obtenida por microscopía óptica (N=7361). 

Parásito Número de aislados % 

Blastocystis sp. 470 6,4 

Giardia intestinalis 203 2,8 

Endolimax nana 179 2,4 

Dientamoeba fragilis 34 0,5 

Entamoeba coli 22 0,3 

Entamoeba 
histolytica/dispar 10 0,1 

Otras Entamoebas 26 0,3 

Enterobius vermicularis* 11 0,1 

Cryptosporidium sp.† 6 0,08 

Ascaris lumbricoides 1 0,01 

Taenia saginata 1 0,01 

*Detección por microscopía en heces, no se muestran resultados de estudio por Test de Graham 

†Detección mediante tinción Ziehl-Neelsen modificada 

4.1.2.1. Coinfecciones 

En cuanto a los casos de multiparasitismo detectado, en 113 heces de las 839 positivas (13,5%) 

se observaron dos o más parásitos diferentes por microscopía óptica, siendo un 85,8% (n=97) 

biparasitismo y el resto, triparasitismo, sin ningún caso en el que se observase coexistencia de 

más de 3 parásitos. La principal coinfección fue de Blastocystis sp. y Endolimax nana en 58 de 

las 113 muestras (51,3%), observando, además, en 3 de estos pacientes, Giardia intestinalis, en 

1 D. fragilis y en 8 alguna de las diferentes especies de Entamoeba.  

En 24 ocasiones (21,2%) se observó Blastocystis sp. junto con G. intestinalis, encontrando, a su 

vez, en 2 de estos pacientes E. nana y en otro D. fragilis. 

4.1.3. Análisis sociodemográfico  

4.1.3.1. Muestras y población 

La edad media de los 7361 pacientes fue de 30,5 ± 25,0 años. Se establecieron 3 grupos de edad, 

siguiendo criterios demográficos comúnmente empleados para definir etapas de vida con 
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características biológicas, sociales y de vulnerabilidad diferentes: niños/as (0-14 años), adultos 

(15-64 años) y ancianos/as (≥65 años). La distribución de pacientes para cada grupo fue de 

40,7% (n=2996) niños/as, 47,0% (n=3461) adultos y 12,3% (n=904) ancianos/as. 

En cuanto al sexo, el 54,1% (n=3982) fueron mujeres y los restantes 45,9% pacientes (n=3379), 

hombres. 

Las muestras recibidas de cada Centro de Salud y Consultorios Médicos, divididos en las 

diferentes zonas de Valencia, se muestran en la Tabla 17. Se recogieron un mayor número de 

muestras procedentes de la zona norte (61,3%, n=4510) con respecto a la zona sur (22,3%, 

n=1642). Cabe destacar el elevado número de pacientes de otras Áreas de Salud de Valencia y 

residentes de fuera de la Comunidad Valenciana (16,4%, n=1209).  

Tabla 17. Distribución de muestras de heces recibidas por zonas de salud. 

Zonas 
Centros de Salud y Consultorios Médicos 

correspondientes 
N % 

Norte 

Campanar 770 10,5 
Just Ramírez 759 10,3 

Trinitat 889 12,1 
Miguel Servet + Azucena (Benicalap) 849 11,5 

Salvador Allende 783 10,6 
Juan XXIII 460 6,2 

Total de Norte 4510 61,3 

Sur 

Albal 306 4,2 
Alcácer 236 3,2 

Catarroja 553 7,5 
Massanassa 189 2,6 

Silla 330 4,5 
Beniparrell 28 0,4 

Total de Sur 1642 22,3 

Hospital La Fe 75 1,0 
Otros hospitales 1134 15,4 

Total de otras zonas 1209 16,4 

 

La proporción de muestras recibidas según la estación del año fue superior en verano (21 de junio 

al 21 de septiembre) con un 28,3% (n=2080), seguido de primavera (21 de marzo a 20 de junio) 
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con un 26,5% (n=1953), otoño (22 de septiembre al 21 de diciembre) con 23,6% (n=1741) e 

invierno (22 de diciembre al 20 de marzo) con un 21,6% (n=1587). 

4.1.3.2. Blastocystis sp. 

La edad media de los pacientes con Blastocystis sp. fue de 35,8 ± 24,1 años, mientras que la 

edad media de los pacientes sin este protista fue menor, 30,2 ± 25,1 años. La distribución de la 

edad no cumplía con la normalidad (W (7361) = 0,154; p<0,001), siendo más coherente en este 

caso analizar los datos de mediana y rango intercuartílico (RIQ) de ambos grupos; 36 años (RIQ: 

44 años) para el grupo de pacientes con Blastocystis sp. y 26 años (RIQ: 43 años) para los 

individuos sin el protista. Finalmente, mediante U de Mann-Whitney, se determinó que existían 

diferencias en la distribución de la edad entre ambos grupos (U (1) = 1.873.502,5; p<0,001). 

Como queda reflejado en la Figura 24, la mayor tasa de positivos la encontramos en el rango de 

edad que comprende los 70-75 años con un 11,0% (n=24/219) de pacientes con Blastocystis sp.   

 

Figura 24. Frecuencia de Blastocystis sp. según rangos de edad. 

DE: Desviación estándar; RIQ: Rango intercuartílico. 

En el estudio por grupos de edad, se observó una menor prevalencia de Blastocystis sp. en 

niños/as (4,9%) en comparación con adultos (7,1%) y ancianos/as (8,5%) (Tabla 18), con 

diferencias significativas entre los tres grupos, con una asociación débil (χ² (2) = 20,134; p<0,001; 

V=0,052). El análisis por pares entre grupos determinó que las diferencias se encontraban entre 

niños/as con adultos (p=0,001) y ancianos/as (p<0,001), pero no entre estos dos últimos. 

Edad media y DE: 35,8 ± 24,1 años 
Mediana = 36 años 
RIQ = 44 años 



RESULTADOS  |  130 
 

Tabla 18. Distribución de la edad en los pacientes con Blastocystis sp. 

Grupos de edad N Número de positivos (%) 

Niños/as (0-14 años) 2996 148 (4,9) 

Adultos (15-64 años) 3461 245 (7,1) 

Ancianos/as (≥65 años) 904 77 (8,5) 

Total 7361 470 

 

En cuanto al sexo, la proporción de pacientes con aislamientos de Blastocystis sp. y aquellos sin 

él, fue similar para hombres y mujeres (χ² (1) = 1,374; p=0,241), con un 6,7% (228/3379) de 

mujeres positivas y un 6,1% (242/3982) de hombres. 

La distribución de muestras positivas por zonas y Centros de Salud se muestra en la Tabla 19.   

Tabla 19. Prevalencia de Blastocystis sp. por zonas de salud. 

Zonas 
Centros de Salud y Consultorios Médicos 

correspondientes 
N 

Positivos 

(%) 

Norte 

Campanar 770 53 (6,9) 
Just Ramírez 759 71 (9,3) 

Trinitat 889 54 (6,1) 
Miguel Servet + Azucena (Benicalap) 849 47 (5,5) 

Salvador Allende 783 66 (8,4) 
Juan XXIII 460 26 (5,7) 

Total de Norte 4510 317 (7,0) 

Sur 

Albal 306 13 (4,2) 
Alcácer 236 11 (4,7) 

Catarroja 553 30 (5,4) 
Massanassa 189 8 (4,2) 

Silla 330 19 (5,8) 
Beniparrell 28 2 (7,1) 

Total de Sur 1642 83 (5,0) 

Hospital La Fe 75 2 (2,7) 
Otros hospitales 1134 68 (6,0) 

Total de otras zonas 1209 70 (5,8) 
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El número de muestras totales recibidas del norte de la ciudad es superior a las del sur (4510 

frente a 1642 muestras) obteniéndose una mayor proporción de Blastocystis sp. en la zona norte 

(7,0% frente a 5,0%), con diferencias significativas en el porcentaje de aislamientos de 

Blastocystis sp. entre muestras que proceden de una zona y otra (χ² (1) = 7,716; p=0,005; OR = 

1,42: IC 95%= 1,108-1,821; V=0,035). Además, en el análisis estadístico por Centros de Salud y 

Consultorios Médicos también se evidenció la asociación significativa entre el lugar de 

procedencia de la muestra y la tasa de positivos de Blastocystis sp. (χ² (13) = 26,664; p=0,014; 

V=0,060). En particular, se observó una proporción significativamente mayor de pacientes con 

Blastocystis sp. en el CAP Salvador Allende (junto con el Consultorio Médico de Arquitecto Tolsá) 

(8,4%, 66/783; p=0,013) y en el CAP Just Ramírez (junto con el Consultorio de Tendetes) (9,3%, 

71/759; p<0,001), en comparación con el resto de centros (resaltados en la Tabla 19). 

La frecuencia de Blastocystis sp. según los años a estudio sufre de un aumento gradual desde 

un 4,9% (86/1756) en 2017, pasando por un 6,7% (225/3342) en 2018, hasta alcanzar un 7,0% 

(159/2263) en el año 2019 (χ² (2) = 8,731; p=0,013), obteniendo un pico máximo de hasta un 9,7% 

(82/849) en los meses de enero a marzo de 2019 (Figura 25).  

 

Figura 25. Evolución temporal de la frecuencia de Blastocystis sp. 

Sin embargo, en cuanto a la estacionalidad, el número de muestras positivas se mantuvo 

constante durante todas las estaciones del año (χ² (3) = 7,086; p=0,069) (Tabla 20), aunque con 

un ligero repunte en los meses de invierno (7,5%, 119/1587), a expensas del pico máximo 

encontrado en los meses de enero a marzo de 2019. 
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Tabla 20. Distribución de Blastocystis sp. según la estación del año. 

Estación del año N Número de positivos (%) 

Primavera 1953 120 (6,1) 

Verano 2080 113 (5,4) 

Otoño 1741 118 (6,8) 

Invierno 1587 119 (7,5) 

Total 7361 470 (6,4) 

 

4.1.3.3. Giardia intestinalis 

La edad media de los pacientes con Giardia intestinalis fue de 13,8 ± 16,9 años y la de los 

pacientes no parasitados fue de 31,0 ± 25,0 años. La mediana y rango intercuartílico (RIQ) de los 

pacientes con G. intestinalis fue de 6 años, RIQ: 12 años, mientras la que de los pacientes sin 

Giardia fue de 28 años, RIQ: 44 años. Debido a que la edad no seguía la normalidad (W (7361) = 

0,154; p<0,001), mediante U de Mann-Whitney, se determinó que existían diferencias 

significativas en la distribución de edad de ambos grupos (U (1) = 107.179; p<0,001). 

La frecuencia de G. intestinalis según rangos de edad se muestra en la Figura 26. 

 

Figura 26. Frecuencia de G. intestinalis según rangos de edad. 

DE: Desviación estándar; RIQ: Rango intercuartílico. 

Edad media y DE: 13,8 ± 16,9 años 
Mediana = 6 años 
RIQ = 12 años 
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Tal y como queda representado en esta Figura 26, la mayor frecuencia observada fue de 6,5% 

(n=98/1498), correspondiéndose con los niños/as con rango de edad entre 0-5 años, siendo este 

valor considerablemente superior al resto de franjas representadas. Tras el descenso observado 

a los 15 años, existe un ligero repunte de casos en los adultos, siendo superior a la prevalencia 

en ancianos/as, lo que genera una tendencia de gráfica bimodal con pico a los 0-5 años y a los 

26-30 años (Figura 26).  

El porcentaje de positivos fue mayor en niños/as que en adultos y ancianos/as (5,1%, 1,4% y 

0,4%, respectivamente) (Tabla 21). Las diferencias en la prevalencia de G. intestinalis entre 

grupos de edad resultaron significativas, aunque con una asociación débil (χ² (2) = 103,265; 

p<0,001; V=0,118). La frecuencia de G. intestinalis fue superior en niños/as con respecto a 

adultos y ancianos/as (p<0,001) y en adultos frente a ancianos/as (p=0,023). 

Tabla 21. Distribución de la edad en los pacientes con G. intestinalis. 

Grupos de edad N Número de positivos (%) 

Niños/as (0-14 años) 2996 152 (5,1) 

Adultos (15-64 años) 3461 47 (1,4) 

Ancianos/as (≥65 años) 904 4 (0,4) 

Total 7361 203 (2,8) 

 

Por otro lado, un mayor porcentaje de hombres (3,3%, 112/3379) presentaron G. intestinalis 

frente a las mujeres (2,3%, 91/3982) (χ² (1) = 7,222; p=0,007; OR=1,47; V=0,031). Sin embargo, 

cuando analizamos el sexo según los grupos de edad propuestos, este análisis estadístico varía, 

encontrando una proporción de mujeres y hombres con G. intestinalis muy similar en todos los 

casos (p>0,05). En niños/as de 0-5 años (grupo con mayor frecuencia de G. intestinalis, 6,5%), un 

58,2% (57/98) fueron varones (χ² (1) = 1,064; p=0,302). En los adultos, la mayor prevalencia se 

encontró en el grupo de 26 a 30 años (2,5%), siendo, dentro de este rango de edad, más común 

en mujeres que en hombres, aunque sin diferencias significativas entre ambos (3,6% [7/193] de 

mujeres frente a 0,8% [1/121] de hombres, F: p=0,158). 

La proporción de muestras positivas para G. intestinalis fue similar entre las zonas norte y sur de 

Valencia (2,7%, 121/4510 y 3,2% 53/1642, respectivamente) (χ² (1) = 1,300; p=0,254) y no se 

estableció ninguna diferencia significativa en la prevalencia del parásito según el Centro de 

Salud o Consultorio Médico del que procedía la muestra (χ² (13) = 12,922; p=0,454) (Tabla 22). 
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Tabla 22. Prevalencia de Giardia intestinalis por zonas de salud. 

Zonas 
Centros de Salud y Consultorios Médicos 

correspondientes 
n 

Positivos 

(%) 

Norte 

Campanar 770 22 (2,9) 
Just Ramírez 759 28 (3,7) 

Trinitat 889 22 (2,5) 
Miguel Servet + Azucena (Benicalap) 849 23 (2,7) 

Salvador Allende 783 16 (2,0) 
Juan XXIII 460 10 (2,2) 

Total de Norte 4510 121 (2,7) 

Sur 

Albal 306 5 (1,6) 
Alcácer 236 11 (4,7) 

Catarroja 553 17 (3,1) 
Massanassa 189 6 (3,2) 

Silla 330 13 (3,9) 
Beniparrell 28 1 (3,6) 

Total de Sur 1642 53 (3,2) 

Hospital La Fe 75 3 (4,0) 
Otros hospitales 1134 26 (2,3) 

Total de otras zonas 1209 29 (2,4) 

 

El número de muestras positivas para G. intestinalis se mantuvo constante todos los meses del 

año, sin asociación estadística a ninguna estación concreta (χ² (3) = 6,124; p=0,106) (Tabla 23). 

Tabla 23. Distribución de G. intestinalis según la estación del año. 

Estación del año N Número de positivos (%) 

Primavera 1953 40 (2,0) 

Verano 2080 66 (3,2) 

Otoño 1741 55 (3,2) 

Invierno 1587 42 (2,6) 

Total 7361 203 (2,8) 

 

Además, la frecuencia de este parásito fue muy similar en los tres años de estudio, 2,8% en 2017 

y 2018 (n=50/1756 para 2017 y n=95/3342 para 2018) y 2,6% (58/2263) en el año 2019 (χ² (2) = 
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0,463; p=0,794). Sin embargo, se observa un claro repunte en los meses de julio y agosto de 2019 

(4,3%, 23/533) (Figura 27). 

 

Figura 27. Evolución temporal de la frecuencia de G. intestinalis. 

4.2. ANÁLISIS MOLECULAR  

4.2.2. Blastocystis sp. 

4.2.2.1. Identificación y caracterización molecular: variabilidad genética 

Se analizaron mediante PCR convencional 332 aislados positivos por microscopía, obteniendo 

106 resultados negativos (31,9%) y 23 (6,9%) positivos débiles, con bandas muy tenues en la 

electroforesis, lo que indica cantidad insuficiente de ADN para obtener una caracterización 

molecular concluyente. Los 203 productos amplificados restantes se secuenciaron para 

determinar los subtipos y las mutaciones presentes.  

La baja calidad de 23 cromatogramas no permitió la identificación del subtipo, por lo que, 

finalmente, se consiguieron caracterizar 180 aislados de Blastocystis sp. (88,7%, 180/203). Tras 

eliminar muestras duplicadas dentro de un mismo episodio clínico (< 6 meses), en los que, 

además, se caracterizó el mismo subtipo/alelo de Blastocystis sp. por paciente, se identificaron 

152 aislados de Blastocystis sp., correspondientes a 152 pacientes diferentes. En 109 muestras 

se analizaron secuencias consenso y en 43 solo se estudió una de las secuencias obtenidas.  
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La prevalencia por subtipo fue de 34,2% para ST1 (52/152), seguido de ST2 y ST4 (18,4%, 28/152), 

ST3 (16,4%, 25/152), ST6 (10,5%, 16/152), ST7 (1,3%, 2/152) y ST8 (0,7%, 1/152) (Figura 28).  

 

Figura 28. Frecuencia en porcentaje de los subtipos de Blastocystis sp. 

La mayor frecuencia alélica se observó en el subtipo 6, detectándose 5 alelos diferentes además 

de varias coinfecciones de dos alelos del mismo subtipo por muestra (Tabla 24). Cabe destacar 

un aislado que, aunque se identifica con el subtipo 6, acumula hasta 9 mutaciones con respecto 

a la secuencia de referencia ST6-Alelo 122 (18S_rRNA_barcode de 

http://pubmlst.org/Blastocystis/). Se realizó una búsqueda en la base de datos NCBI 

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) y la secuencia con mayor correlación que se obtuvo 

presentó el número de identificación MK934340 (ST6-Alelo 122) con un 100% de cobertura y un 

98,1% de identidad, correspondiéndose esta discrepancia con las 9 mutaciones descritas a nivel 

del 18S_rRNA_barcode (Tabla 24) junto con G493T y C502G (Ref: MK934340).  Se identificó 

nuestro aislado como ST6-Alelo indeterminado al no correlacionarse con ningún alelo 

establecido hasta la fecha, pudiendo incluso tratarse de un nuevo subtipo.  

Esta hipervariabilidad de alelos también la encontramos dentro de ST2 y 3, con 4 alelos distintos 

cada uno, junto con diferentes asociaciones entre éstos, como se muestra en la Tabla 24. 

En cuanto a la diversidad genética, los SNPs obtenidos se encontraron en un aislado de ST2-Alelo 

11 que mostró la mutación G92R (Referencia: Alelo 11, 18S_rRNA_barcode) y en un ejemplar de 

ST3-Alelo 34 donde se observó la mutación G334K (Referencia: Alelo 34, 18S_rRNA_barcode). 

Por otro lado, los subtipos menos variables genéticamente fueron el subtipo 1 y subtipo 4. Todos 

los ST1 se correspondieron con el alelo 4 (n=52), mientras que 27 de los 28 ST4 fueron alelo 42, 

sin ninguna mutación puntual en ambos subtipos. 

http://pubmlst.org/blastocystis/
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK934340.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=F8C2ZXXF016
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Tabla 24. Diversidad genética hallada en Blastocystis sp. 

Subtipo Alelo N 
Referencia de 

18S_rRNA_barcode 
SNPs (n ) 

ST1 4 52 Alelo 4 - 

ST2 

9 1 Alelo 9 - 

11 10 Alelo 11 G92R (1) 

12 12 Alelo 12 - 

11 + 12 4 Alelo 12 A74R (4) 

12 + 68 1 Alelo 12 A155W (1) 

ST3 

34 19 Alelo 34 G334K (1) 

36 3 Alelo 36 - 

34 + 36 1 Alelo 34 T154W (1) 

37 1 Alelo 37 - 

37 + 136 1 Alelo 37 A153R (1) 

ST4 
42 27 Alelo 42 - 

92 1 Alelo 92 - 

ST6 

123 5 Alelo 123 - 

134 3 Alelo 134 - 

154 2 Alelo 154 - 

122 + 154 2 Alelo 122 G64R, T74Y (2) 

123 + 154 2 Alelo 123 T74Y (2) 

134 + 154 1 Alelo 134 G64R (1) 

Indeterminado 1 Alelo 122 
G64T, T65C, T82C, T103A, 

A125G, G126T, C130A, 
G131T, ins145Y (1) 

ST7 
99 1 Alelo 99 - 

104 + 137 1 Alelo 104 G103R (1) 

ST8 21 1 Alelo 21 - 

K: T/G  ;  R: A/G  ;  W: A/T  ;   Y: C/T  ;   n*= número de aislados que presentan la mutación. 

https://pubmlst.org/bigsdb?db=pubmlst_blastocystis_seqdef&page=alleleInfo&locus=18S_rRNA_barcode&allele_id=4
https://pubmlst.org/bigsdb?db=pubmlst_blastocystis_seqdef&page=alleleInfo&locus=18S_rRNA_barcode&allele_id=9
https://pubmlst.org/bigsdb?db=pubmlst_blastocystis_seqdef&page=alleleInfo&locus=18S_rRNA_barcode&allele_id=11
https://pubmlst.org/bigsdb?db=pubmlst_blastocystis_seqdef&page=alleleInfo&locus=18S_rRNA_barcode&allele_id=12
https://pubmlst.org/bigsdb?db=pubmlst_blastocystis_seqdef&page=alleleInfo&locus=18S_rRNA_barcode&allele_id=12
https://pubmlst.org/bigsdb?db=pubmlst_blastocystis_seqdef&page=alleleInfo&locus=18S_rRNA_barcode&allele_id=12
https://pubmlst.org/bigsdb?db=pubmlst_blastocystis_seqdef&page=alleleInfo&locus=18S_rRNA_barcode&allele_id=34
https://pubmlst.org/bigsdb?db=pubmlst_blastocystis_seqdef&page=alleleInfo&locus=18S_rRNA_barcode&allele_id=36
https://pubmlst.org/bigsdb?db=pubmlst_blastocystis_seqdef&page=alleleInfo&locus=18S_rRNA_barcode&allele_id=34
https://pubmlst.org/bigsdb?db=pubmlst_blastocystis_seqdef&page=alleleInfo&locus=18S_rRNA_barcode&allele_id=37
https://pubmlst.org/bigsdb?db=pubmlst_blastocystis_seqdef&page=alleleInfo&locus=18S_rRNA_barcode&allele_id=37
https://pubmlst.org/bigsdb?db=pubmlst_blastocystis_seqdef&page=alleleInfo&locus=18S_rRNA_barcode&allele_id=42
https://pubmlst.org/bigsdb?db=pubmlst_blastocystis_seqdef&page=alleleInfo&locus=18S_rRNA_barcode&allele_id=92
https://pubmlst.org/bigsdb?db=pubmlst_blastocystis_seqdef&page=alleleInfo&locus=18S_rRNA_barcode&allele_id=123
https://pubmlst.org/bigsdb?db=pubmlst_blastocystis_seqdef&page=alleleInfo&locus=18S_rRNA_barcode&allele_id=134
https://pubmlst.org/bigsdb?db=pubmlst_blastocystis_seqdef&page=alleleInfo&locus=18S_rRNA_barcode&allele_id=154
https://pubmlst.org/bigsdb?db=pubmlst_blastocystis_seqdef&page=alleleInfo&locus=18S_rRNA_barcode&allele_id=122
https://pubmlst.org/bigsdb?db=pubmlst_blastocystis_seqdef&page=alleleInfo&locus=18S_rRNA_barcode&allele_id=123
https://pubmlst.org/bigsdb?db=pubmlst_blastocystis_seqdef&page=alleleInfo&locus=18S_rRNA_barcode&allele_id=134
https://pubmlst.org/bigsdb?db=pubmlst_blastocystis_seqdef&page=alleleInfo&locus=18S_rRNA_barcode&allele_id=122
https://pubmlst.org/bigsdb?db=pubmlst_blastocystis_seqdef&page=alleleInfo&locus=18S_rRNA_barcode&allele_id=99
https://pubmlst.org/bigsdb?db=pubmlst_blastocystis_seqdef&page=alleleInfo&locus=18S_rRNA_barcode&allele_id=104
https://pubmlst.org/bigsdb?db=pubmlst_blastocystis_seqdef&page=alleleInfo&locus=18S_rRNA_barcode&allele_id=21
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En la Tabla 24, las mutaciones mostradas en aquellas muestras con coinfección de dos alelos 

se corresponden con las específicas de cada uno de los alelos y, por tanto, en las que diferencian 

unos de otros. Las secuencias de referencia completas de cada alelo se indican en el Anexo III. 

4.2.2.1.1. Análisis filogenético 

En el análisis evolutivo de todas las secuencias de Blastocystis sp. observamos una agrupación 

consistente de los diversos aislados dentro de cada subtipo, donde cada ST forma un clado 

monofilético distinto, indicando grupos genéticamente cohesivos (Figura 29). El subtipo ST4 

presenta una mayor relación con ST8, con un nodo común con valor de soporte de 95. Estos dos 

subtipos se agrupan en un clado mayor con ST3. Lo mismo ocurre entre ST1 y ST2, que forman 

otro clado con ST5 (Figura 29).  

 

Figura 29. Relaciones evolutivas obtenidas a partir del método Neighbor-joining (Saitou & Nei, 

1987) sobre 350 pb de diferentes secuencias de 18S_rRNA_barcode de Blastocystis sp. 

Las distancias evolutivas fueron calculadas usando el modelo Kimura 2-parametros. Como grupo externo 

se añade la secuencia equivalente de ssu ADNr de Dientamoeba fragilis. 
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Cabe destacar la diferenciación entre el alelo indeterminado de ST6 y el resto de las secuencias 

ST6 que quedan agrupadas (Figura 29).  

Debido al análisis de únicamente 350 pb correspondientes al 18S_rRNA_barcode empleado en 

la identificación de los subtipos y alelos de Blastocystis sp., el número de nucleótidos que 

divergen entre cada secuencia es bajo, por lo que la longitud de las ramas del árbol filogenético 

es muy pequeña.   

Si simplificamos el gráfico anterior mediante el estudio único de su topología y la eliminación de 

aquellas ramas con baja significación estadística (valores de Bootstrap menores de 80%), se 

puede observar claramente la separación entre ST6-Alelo indeterminado y el resto de los alelos 

ST6 (Figura 30). 

 

Figura 30. Árbol condensado eliminando aquellas ramas con valores de Bootstrap inferiores al 

80% en el árbol filogenético Neighbor-joining (Saitou & Nei, 1987) de 18S_rRNA_barcode de 

Blastocystis sp. 
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4.2.2.2. Estudio sociodemográfico según subtipado 

En los análisis estadísticos sobre subtipos llevados a cabo en los siguientes apartados se 

excluyeron las muestras correspondientes a los subtipos ST7 y ST8 debido al escaso número de 

casos obtenidos (n<5). 

4.2.2.2.1. Edad y sexo 

Mediante la prueba de Shapiro-Wilk se observó que la edad no seguía una distribución normal 

en nuestros datos (W (152) = 0,936; p<0,001), por lo que para resolver si existen diferencias en 

los años de los pacientes entre los diferentes subtipos, se empleó la prueba no paramétrica de 

Kruskal-Wallis. Este análisis reveló que existían distribuciones de edad diferentes entre subtipos 

(H (4) = 35,868; p<0,001). Las comparaciones múltiples post hoc indicaron que la mediana de 

edad en los subtipos ST4 y ST6 difería significativamente del resto de subtipos (ST1, ST2 y ST3) 

(p<0,005 en todas las comparativas por pares). 

El análisis de la distribución de la edad según subtipos se muestra en la Figura 31. 

 

Figura 31. Distribución de los diferentes subtipos de Blastocystis sp. según la edad en años de 

los pacientes. 

x: Media de edad en años; __: Mediana de edad en años. 
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La edad media y mediana de ST4 y ST6 es muy superior al resto de subtipos (Figura 31). Solo un 

paciente con ST4 presentó menos de 14 años (9 años) (3,6%, 1/28), siendo el resto considerados 

adultos y ancianos/as, con una edad mínima de 21 años. En el caso de los pacientes con ST6, 

todos fueron clasificados como adultos y ancianos/as, siendo la edad mínima de 21 años. Por 

otro lado, todos los pacientes con ST3 fueron niños/as y adultos, sin ningún anciano, con una 

edad máxima de 61 años (Figura 31 y Tabla 25).  

Se comprobó estadísticamente una distribución desigual de los grupos de edad en función del 

subtipo, con una asociación de magnitud media (χ² (8) = 36,466; p<0,001; V=0,350). El porcentaje 

de niños/as fue significativamente inferior en los pacientes con ST4 con respecto a los pacientes 

con ST1, ST2 (p=0,001 para ambos) y ST3 (p=0,012). Por otro lado, en los pacientes con ST6 la 

proporción de ancianos/as fue superior a la de los pacientes con ST1 (p=0,012) y ST2 (p=0,032). 

Esta desigualdad estadística en el porcentaje de ancianos/as, también se observó entre ST4 y 

ST1 (p=0,041), con un porcentaje superior de pacientes ancianos/as con ST4 (Tabla 25). 

Tabla 25. Distribución de los pacientes según grupo de edad y subtipo de Blastocystis sp. 

Subtipo (n) 
Niños/as (0-14 años) 

(%) 

Adultos (15-64 años) 

(%) 

Ancianos/as (≥65 años) 

(%) 

ST1 (52) 22 (42,3) 23 (44,2) 7 (13,5) 

ST2 (28) 12 (42,9) 12 (42,9) 4 (14,3) 

ST3 (25) 8 (32,0) 17 (68,0) 0* 

ST4 (28) 1 (3,6) 17 (60,7) 10 (35,7) 

ST6 (16) 0* 8 (50,0) 8 (50,0) 

ST7 (2) 0 0 2 (100,0) 

ST8 (1) 0 1 (100,0) 0 

Total (152) 43 (28,3) 78 (51,3) 31 (20,4) 

*No se emplean en las comparaciones múltiples por su proporción igual a 0. 

En las mujeres, el subtipo más frecuente fue ST4 (28,2%, 20/71) y en hombres ST1 (43,2%, 35/81). 

La frecuencia de subtipos no fue la misma para hombres y mujeres, existiendo una asociación 

estadísticamente significativa de magnitud media entre el sexo y subtipo detectado (χ² (4) = 

13,840; p=0,008; V=0,305). Se observó una frecuencia significativamente mayor de ST1 en 

hombres (43,2% frente al 23,9% [17/71] en mujeres, p=0,011) y de ST4 en mujeres (28,2% frente 

al 9,9% [8/81] en hombres, p=0,004) (Figura 32).  
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Figura 32. Distribución de los subtipos de Blastocystis sp. según género. 

4.2.2.2.2. Movimiento migratorio y movilidad internacional 

Un 21,7% (n=33) de los 152 pacientes había nacido fuera de España, principalmente en América 

del Sur y Centroamérica (12,5%, n=19) y África (7,2%, n=11).  Por otro lado, un 11,8% (n=18) de 

los pacientes relataba viajes recientes al extranjero previos a la recogida de muestras de heces. 

La distribución de los subtipos según lugar de nacimiento y viajes se muestra en la Tabla 26.       

Tabla 26. Distribución de los subtipos según lugar de nacimiento y viajes recientes. 

  ST1  
(%) 

ST2 
(%) 

ST3  
(%) 

ST4 
(%) 

ST6 
(%) 

ST7 
(%) 

ST8 
(%) 

Lugar de 
nacimiento 

(n) 
 

N = 152 

España (119) 41 
(34,4) 

22 
(18,5) 

13 
(10,9) 

27 
(22,7) 

13 
(10,9) 

2 
(1,7) 

1 
(0,8) 

América 
(Centro/Sur) (19) 

6  
(31,6) 

4 
(21,0) 

7  
(36,8) 0 2 

(10,5) 0 0 

África (11) 4  
(36,4) 

2 
(18,2) 

4  
(36,4) 

1 
 (9,1) 0 0 0 

Asia (1) 0 0 1 
(100,0) 0 0 0 0 

Desconocido (2) 
1  

(50,0) 0 0 0 
1 

(50,0) 0 0 

Viajes 
recientes 

(n) 
 

N=18 

América 
(Centro/Sur) (10) 

6  
(60,0) 

3 
(30,0) 

1  
(10,0) 

0 0 0 0 

África (6) 3  
(50,0) 0 2  

(33,3) 
1 

(16,7) 0 0 0 

Asia (2) 
1  

(50,0) 0 0 0 
1 

(50,0) 0 0 
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A pesar de que no se observaron diferencias en cuanto a subtipos y viajes (χ²(4) = 4,973; p=0,290), 

cabe destacar que un 19,2% (10/52) de los pacientes con ST1 había realizado alguna salida al 

extranjero previa a la consulta médica. Este porcentaje fue superior al del resto de subtipos (ST2: 

10,7% [3/28], ST3: 12,0% [3/25], ST4: 3,6% [1/28] y ST6: 6,2% [1/16]). El único paciente con ST6 

que había viajado (específicamente a Tailandia) presentó el aislado ST6-Alelo indeterminado. 

Por otro lado, la distribución de subtipos varió según el lugar de nacimiento (χ² (4) =15,439; 

p=0,004; V=0,322). Las comparaciones múltiples mostraron diferencias estadísticas respecto a 

la nacionalidad y la presencia de ST3, los pacientes extranjeros presentaron una mayor 

proporción de ST3 con respecto a los pacientes españoles (36,4% [12/33] y 10,9% [13/119], 

respectivamente) (p=0,001). Por el contrario, se dio una mayor frecuencia de pacientes nacidos 

en España con ST4 (22,7%, 27/119), con respecto a los nacidos en otros países (3,0%, 1/33) 

(p=0,009). 

Todos los ST3 aislados de pacientes españoles (n=13) fueron alelo 34, con una coinfección de 

alelo 34 y 36, y ninguno de ellos había salido al extranjero recientemente. Los restantes alelos de 

ST3 (36, 37 y 37 + 136) se detectaron en pacientes de América, África y Asia. 

El único paciente con ST4 que había nacido fuera de España, específicamente en Guinea 

Ecuatorial y, que además refería un viaje reciente a su país de origen, presentaba el único alelo 

92 observado en nuestras muestras, siendo el resto de ST4 detectados alelo 42 (96,4%, 27/28).   

4.2.2.2.3. Distribución geográfica 

En el CAP de Campanar es donde se aisló una mayor diversidad de subtipos, hasta 6 (ST1, ST2, 

ST3, ST4, ST6 y ST7). En 3 Centros de Salud del norte, Campanar, Salvador Allende y Juan XXIII, 

ST1 fue el predominante, mientras que en CAP de Trinitat y en los centros de Benicalap, ST4 se 

encontró con mayor frecuencia (63,6%, 7/11 y 38,5%, 5/13, respectivamente) y en el CAP de Just 

Ramírez ST2 fue el predominante (29,2%, 7/24).  

De los Centros de Salud del sur, en Catarroja es donde mayor diversidad de subtipos se observó, 

con un aislamiento de ST8 (6,7%, 1/15) y una proporción idéntica entre ST1 y ST3 (33,3%, 5/15) y 

ST4 con ST6 (13,3%, 2/15). Respecto a los CAP de Albal, Alcácer, Massanassa y Silla, se disponen 

de pocas muestras para cada subtipo, lo que no permite inferir asociaciones; no obstante, ST1, 

ST2 y ST4 son lo que mayor proporción representan en conjunto.  

Se observó una asociación estadística de magnitud media entre el subtipo aislado y el Centro de 

Salud del que procedía la muestra (χ² (44) = 74,847; p=0,003; V=0,354); existiendo una mayor 
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frecuencia de pacientes con ST4 en CAP de Trinitat con respecto a ST1 (25,0%, 7/28 y 1,9%, 1/52, 

respectivamente; p=0,003) (resaltado en la Tabla 27).  

En la Tabla 27 se representa la distribución de los subtipos de Blastocystis sp. según la 

localización geográfica de cada CAP y sus Consultorios Auxiliares correspondientes.  

Tabla 27. Prevalencia de los subtipos de Blastocystis sp. por Centros de Salud. 

Zonas 
Centros de Salud y 

Consultorios 
Médicos (n) 

ST1 
(%) 

ST2 
 (%) 

ST3 
 (%) 

ST4 
 (%) 

ST6 
 (%) 

ST7 
 (%) 

ST8 
 (%) 

Norte 

Campanar  
(21) 

10 
(19,2) 

4 
(14,3) 

1 
(4,0) 

4 
(14,3) 

1 
(6,2) 

1 
(50,0) 

0 

Just Ramírez  
(24) 

5 
(9,6) 

7 
(25,0) 

5 
(20,0) 

2 
(7,1) 

5 
(31,2) 

0 0 

Trinitat 
(11) 

1 
(1,9) 

0* 
2 

(8,0) 
7 

(25,0) 
0* 

1 
(50,0) 

0 

Miguel Servet + 
Azucena 

(Benicalap)  
(13) 

4 
(7,7) 

2 
(7,1) 

1 
(4,0) 

5 
(17,9) 

1 
(6,2) 

0 0 

Salvador Allende 
(16) 

10 
(19,2) 

2 
(7,1) 

1 
(4,0) 

3 
(10,7) 

0* 0 0 

Juan XXIII 

(9) 

4 

(7,7) 

3 
(10,7) 

2 

(8,0) 
0* 0* 0 0 

Sur 

Albal  
(4) 

0* 
1 

(3,6) 
0* 

2 
(7,1) 

1 
(6,2) 

0 0 

Alcácer  
(6) 

3 
(5,8) 

3 
(10,7) 

0* 0* 0* 0 0 

Catarroja 
 (15) 

5 
(9,6) 

0* 
5 

(20,0) 
2 

(7,1) 
2 

(12,5) 
0 

1 
(100) 

Massanassa 
 (5) 

1 
(1,9) 

2 
(7,1) 

2 
(8,0) 

0* 0* 0 0 

Silla  
(8) 

1 
(1,9) 

3 
(10,7) 

1 
(4,0) 

1 
(3,6) 

2 
(12,5) 

0 0 

Beniparrell  
(0)* 

0 0 0 0 0 0 0 

H.U.P. La Fe (0)* 0 0 0 0 0 0 0 

Otros hospitales (20) 
8 

(15,4) 
1 

(3,6) 
5 

(20,0) 
2 

(7,1) 
4 

(25,0) 
0 0 

Total 52 28 25 28 16 2 1 

*No se emplean en las comparaciones múltiples por su proporción igual a 0. 
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En cuanto a los diferentes alelos, su distribución fue muy homogénea entre los diferentes 

centros y ambas zonas; a reseñar que todos los ST2 alelo 11+12 (n=4) se localizaron en la zona 

norte, en 4 Centros de Salud diferentes.  

En la Figura 33 se representa la proporción de subtipos por Centro de Salud y zonas norte y sur. 

 

Figura 33. Distribución de los subtipos de Blastocystis sp. según los Centros de Atención 

Primaria y Consultorios Médicos que atiende el Hospital Universitario y Politécnico La Fe. 

*CAP: Centro de Atención Primaria; ** Consultorios Médicos de Borbotó, Benifaraig, Poble Nou, Carpesa 

y Marco Merenciano. 
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Tras agrupar los centros en las dos zonas propuestas, norte y sur, no se relacionó ningún subtipo 

a ninguna de ambas zonas (χ² (4) = 4,425; p=0,352), observándose que ST1 predomina en ambas. 

El ST4 prevalece sobre ST2 y ST3 en la zona norte (22,3%, 21/94; 19,1%, 18/94 y 12,8%, 12/94, 

respectivamente), mientras que, en la zona sur, ST4 se encuentra en igual proporción que ST6 

(13,2%, 5/38), quedando por detrás de ST2 y ST3 (23,7%, 9/38; y 21,0%, 8/38, respectivamente). 

En cuanto a la distribución de la población extranjera entre la zona norte y sur, un 84,4% (27/32) 

de pacientes con nacionalidad distinta a la española residía en el norte de la ciudad, 

representando el 28,7% (27/94) de la población a estudio de esta zona; sin encontrarse 

asociación estadística entre pacientes extranjeros y una zona u otra (χ² (1) = 3,570; p=0,059). 

4.2.2.3. Estudio de la clínica asociada según subtipo 

En la Tabla 28 se muestran los síntomas reportados en pacientes con Blastocystis sp.  

Tabla 28. Sintomatología de los pacientes con Blastocystis sp. subtipados (N=152). 

Síntomas N  % 

Diarrea aguda 33 21,7 

Diarrea crónica 33 21,7 

Estreñimiento 14 9,2 

Dolor abdominal 44 28,9 

Náuseas 11 7,2 

Vómitos 15 9,9 

Dispepsia/epigastralgia 14 9,2 

Meteorismo/flatulencias 15 9,9 

Heces de consistencia o 
apariencia anormal 9 5,9 

Incontinencia fecal o 
urgencia deposicional 

5 3,3 

Proctalgia y/o rectorragia 7 4,6 

Prurito anal 17 11,2 

Pérdida de peso 11 7,2 

Fiebre 4 2,6 

Prurito generalizado 9 5,9 

Astenia 9 5,9 

Asintomático 37 24,3 
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Un 75,7% de los 152 pacientes presentaron clínica, siendo el síntoma más frecuente el dolor 

abdominal (28,9%, n=44) seguido de diarrea crónica y aguda en igual proporción (n=33, 21,7%). 

La sintomatología según subtipos y el análisis estadístico detallado se muestra en la Tabla 29. 

Tabla 29. Sintomatología de los pacientes según subtipos de Blastocystis sp. 

Síntomas (n) 
ST1  
n=52 
(%) 

ST2 
n=28 
(%) 

ST3 
n=25 
(%) 

ST4 
n=28 
(%) 

ST6 
n=16 
(%) 

ST7 
n=2 
(%) 

ST8 
n=1 
(%) 

P 
valor1 

Diarrea aguda (33) 
10 

(19,2) 
8 

(28,6) 
3 

(12,0) 
8 

(28,6) 
4  

(25,0) 
0 0 0,531 

Diarrea crónica (33) 
12 

(23,1) 
2 

(7,1) 
6 

(24,0) 
9 

(32,1) 
3 

(18,8) 
0 

1 
(100) 

0,236 

Estreñimiento (14) 
3 

(5,8) 
2 

(7,1) 
2 

(8,0) 
5 

(17,9) 
2  

(12,5) 
0 0 0,468 

Dolor abdominal (44) 
18 

(34,6) 
10 

(35,7) 
9 

(36,0) 
4 

(14,3) 
3 

(18,8) 
0 0 0,224 

Náuseas (11) 
3 

(5,8) 
4 

(14,3) 
3 

(12,0) 
1 

(3,6) 
0* 0 0 0,309 

Vómitos (15) 
1 

(1,9) 
4 

(14,3) 
3 

(12,0) 
5 

(17,9) 
2  

(12,5) 
0 0 0,168 

Dispepsia/epigastralgia 
(14) 

3 
(5,8) 

2 
(7,1) 

3 
(12,0) 

4 
(14,3) 

2  
(12,5) 

0 0 0,711 

Meteorismo/flatulencias 
(15) 

4 
(7,7) 

1 
(3,6) 

3 
(12,0) 

5 
(17,9) 

1 
(6,2) 

0 
1 

(100) 
0,402 

Heces de consistencia o 
apariencia anormal (9) 

2 
(3,8) 

2 
(7,1) 

1 
(4,0) 

0* 
4  

(25,0) 
0 0 0,013 

Incontinencia fecal o 
urgencia deposicional (5) 

1 
(1,9) 

1 
(3,6) 

0* 
1 

(3,6) 
2  

(12,5) 
0 0 0,255 

Proctalgia/rectorragia (7) 
4 

(7,7) 
0* 

1 
(4,0) 

1 
(3,6) 

1  
(14,3) 

0 0 0,624 

Fiebre (4) 
2 

(3,8) 
1 

(3,6) 
0* 

1 
(3,6) 

0* 0 0 0,814 

Prurito generalizado (9) 
2 

(3,8) 
1 

(3,6) 
1 

(4,0) 
3 

(10,7) 
2  

(12,5) 
0 0 0,528 

Prurito anal (17) 
6 

(11,5) 
4 

(14,3) 
4 

(16,0) 
2 

(7,1) 
0* 

1 
(50,0) 

0 0,489 

Pérdida de peso (11) 
3 

(5,8) 
0* 

3 
(12,0) 

2 
(7,1) 

2  
(12,5) 

0 
1 

(100) 
0,397 

Astenia (9) 
1 

(1,9) 
1 

(3,6) 
3 

(12,0) 
2 

(7,1) 
1  

(14,3) 
1 

(50,0) 
0 0,440 

Asintomático (37) 
15 

(28,8) 
6 

(21,4) 
8 

(32,0) 
3 

(10,7) 
4  

(25,0) 
1 

(50,0) 
0 0,361 

1 Prueba Chi-cuadrado; *No se emplean en las comparaciones múltiples por su proporción igual a 0. 
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En este estudio sobre la posible relación entre los subtipos y el tipo de síntoma se observó una 

asociación estadísticamente significativa, aunque débil entre subtipo y la presencia de heces de 

consistencia o apariencia anormal (χ² (4) = 12,619; p=0,013; V=0,291) (resaltado en la Tabla 29), 

con una mayor proporción de pacientes con este síntoma y ST6, con respecto a los que no 

presentaron esta sintomatología (44,4% [4/9] frente a 8,6% [12/140]; p=0,001). 

A pesar de que no se observó aval estadístico para determinar si la presencia o ausencia de 

síntomas se debe al azar o a la presencia de un determinado subtipo (χ² (4) = 4,345; p=0,361), 

cabe destacar que la mayor proporción de individuos asintomáticos se encontraba en los 

pacientes con ST3 (32,0%, 8/25), mientras que la mayor tasa de sintomáticos se dio en los 

pacientes con ST4 (89,3%, 25/28). 

Aunque la proporción de pacientes asintomáticos en el grupo de niños/as, adultos o ancianos/as 

fue similar (χ² (2) = 4,865; p=0,088), sí que se encontró algún síntoma de forma predominante en 

un grupo de edad u otro. La proporción de diarrea crónica en ancianos/as fue superior al resto 

(45,2% [14/33] frente a 9,3% [4/43] en niños/as; p=0,001 y 19,2% [15/78] en adultos; p=0,009) (χ² 

(2) = 14,207; p=0,001; V=0,306), el dolor abdominal se dio más en niños/as que en adultos 

(44,2%,19/43 y 20,5%, 16/78, respectivamente; p=0,018) (χ² (2) = 7,553; p=0,023; V=0,223) y 

todos los pacientes con rectorragia o proctalgia fueron adultos (χ² (2) = 6,962; p=0,031; V=0,214). 

En cuanto al sexo, se observaron diferencias en la proporción de pacientes asintomáticos entre 

hombres y mujeres, el 33,3% de los hombres (27/81) fueron asintomáticos frente al 14,1% de las 

mujeres (10/71) (χ² (1) = 7,612; p=0,006; V=0,224). El único síntoma que se observó de forma 

predominante en un sexo u otro fue la incontinencia fecal/urgencia deposicional, que se dio 

exclusivamente en mujeres (n=5) (F: p=0,021; V=0,197).  

Si analizamos los síntomas sistémicos de fiebre, pérdida de peso y astenia, estos siempre iban 

acompañados de algún otro síntoma gastrointestinal (con excepción de 1 solo paciente que 

presentaba pérdida de peso sin causa aparente). Sin embargo, en un 55,5% (5/9) de los pacientes 

con prurito generalizado, este se presentaba como único síntoma. No se consiguió establecer 

una relación estadística entre el subtipo y la presencia de sintomatología sistémica (χ² (4) = 

5,790; p=0,215).  

Sin embargo, sí que se observaron diferencias en cuanto a la edad de los pacientes y la presencia 

de síntomas sistémicos (χ² (2) = 7,696; p=0,021; V=0,225), siendo significativamente mayor el 

número de ancianos/as con enfermedad sistémica que de niños/as (32,3%, 10/31 y 7,0%, 3/43, 

respectivamente; p=0,014). 
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Un elevado número de pacientes, el 32,9% (n=50), padecían de alguna enfermedad alérgica de 

base, tales como reacciones alérgicas alimentarias, rinitis, dermatitis, conjuntivitis, asma o 

bronquitis alérgica. Además, un 27,6% (n=42) mostraban afectaciones crónicas de la piel del tipo 

dermatitis atópica, eccemas o psoriasis, siendo el 45,2% (n=19) de estos pacientes alérgicos.  

Se estableció una relación entre el subtipo y la existencia de enfermedad alérgica (χ² (4) = 11,494; 

p=0,022; V=0,278), con una frecuencia superior de pacientes alérgicos con ST6 (22,4%, 11/49), 

con respecto a los no alérgicos (5,0%, 5/100) (p=0,001). Por otro lado, no hubo diferenciación en 

función de subtipo y afectaciones dermatológicas crónicas (χ² (4) = 2,125; p=0,713). 

A 100 pacientes (65,8%) se les realizó analítica sanguínea con determinación de eosinófilos, 

encontrándose en un 29,0% (n=29) la presencia de eosinofilia. Un 10,3% (3/29) de estos 

pacientes presentaban infección por algún helminto y un 24,1% (7/29) padecía de alguna 

enfermedad alérgica, condiciones que podrían desencadenar este aumento de eosinófilos; 

mientras que el 65,5% (19/29) de los pacientes restantes no presentaron ninguna otra causa que 

explicase la eosinofilia, más que la presencia de Blastocystis sp. Un 44,8% (13/29) de los 

pacientes con eosinofilia eran asintomáticos. No se observó relación entre ningún subtipo y la 

presencia o ausencia de eosinofilia (χ² (4) = 3,510; p=0,476).  

El 10,5% (n=16) de los pacientes presentó algún tipo de inmunocompromiso. El 50,0% (n=8) de 

estos pacientes había sido sometido a un trasplante encontrándose en tratamiento 

inmunosupresor, un 12,5% (n=2) padecía alguna neoplasia hematológica, un paciente (6,2%) 

presentaba VIH mal controlado y el restante 31,2% (n=5) estaba bajo tratamiento 

inmunosupresor por otras causas. Además de no existir una mayor prevalencia de síntomas en 

los pacientes con inmunosupresión, se reportó lo contrario, existía una mayor proporción de 

pacientes asintomáticos inmunodeprimidos que del resto de la población (un 50,0% [8/16] de 

inmunodeprimidos no presentaron ningún síntoma, frente al 21,3% [29/136] de la población 

inmunocompetente) (χ² (1) = 6,392; p=0,011; OR=3,69: IC95=1,275-10,675; V=0,205). El 87,5% 

(7/8) de estos pacientes inmunodeprimidos y asintomáticos fueron trasplantados pulmonares.  

La distribución de los subtipos fue desigual entre la población inmunodeprimida e 

inmunocompetente (χ² (4) = 9,840; p=0,043; V=0,257). Un 31,3% (5/16) de los pacientes 

inmunodeprimidos presentaron ST6, siendo este valor significativamente superior al de 

pacientes inmunocompetentes con ST6 (8,3%, 11/133) (p=0,005). Además, un 60,0% (3/5) de 

estos pacientes con inmunosupresión y ST6 eran asintomáticos, correspondiéndose con 

cribados realizados a pacientes trasplantados pulmonares. 
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Un 17,1% de los pacientes (26/152) padecían de otra condición gastrointestinal además de la 

presencia de Blastocystis sp., presentando un 8,5% (n=13) intolerancias y/o alergias alimenticias 

(a los disacáridos, fructosa, lactosa, proteína de la vaca o al gluten), un 3,9% (n=6) padecían 

diverticulosis, un 3,3% (n=5) sufrían de Síndrome de Intestino irritable, un 0,7% (n=1) tenía el 

Síndrome de vómitos cíclicos crónicos y otro 0,7% disbiosis intestinal. No se observó asociación 

entre ninguna de estas patologías y la presencia de ningún subtipo (χ² (4) = 1,404; p=0,844). 

Hubo más prevalencia de diarrea crónica entre los pacientes con alguna condición 

gastrointestinal además de la presencia de Blastocystis sp. (38,5% [10/26] en pacientes con 

alguna otra enfermedad digestiva y 18,2% [23/126] en pacientes solo con Blastocystis sp.) (χ² (1) 

= 5,178; p=0,023; OR=2,799: IC95=1,126-6,955; V=0,185), existiendo un 2,8 más de probabilidad 

de sufrir diarrea crónica cuando se padecía de afectaciones gastrointestinales con Blastocystis 

sp. que cuando únicamente se observaba Blastocystis sp. Específicamente, los pacientes con 

colon irritable desarrollaron con más frecuencia esta sintomatología con respecto a los que solo 

presentaban el protista (80,0% [4/5] frente a 18,2% [23/126], respectivamente; p=0,005). 

A su vez, hubo más pacientes con meteorismo o flatulencias entre el grupo con otras 

condiciones gastrointestinales con respecto al grupo sin éstas (23,1% [6/26] y 7,1% [9/126], 

respectivamente) (χ² (1) = 6,152; p=0,013; OR=3,90: IC95=1,251-12,154; V=0,201), presentando 

3,9 veces más probabilidad de sufrir esta sintomatología al coexistir ambas patologías. Dentro 

de los pacientes con diverticulosis se encontró un número significativamente mayor de 

pacientes con meteorismo/flatulencias (66,7%, 4/6), que sin esta sintomatología (p=0,049); por 

otro lado, en los pacientes sin ninguna afectación gastrointestinal además de presentar 

Blastocystis sp., se observó un número mayor de pacientes sin meteorismo/flatulencias (92,9%, 

117/126) que con este síntoma (p=0,013). 

Se obtuvo una proporción equiparable de pacientes asintomáticos en el grupo con otras 

condiciones gastrointestinales y en el que estaban ausentes (χ² (1) = 0,445; p=0,505). 

En el estudio coproparasitológico mediante microscopía óptica en heces, se detectó una 

coinfección con algún otro protista intestinal en un 22,4% (n=34) de los pacientes, 

predominantemente con Endolimax nana (9,2%, 14/152), seguido de G. intestinalis (8,6%, 

13/152), Entamoeba sp. (no histolytica/dispar) (2,6%, 4/152) y Dientamoeba fragilis (2,0%, 

3/152). Se observó que existía una mayor incidencia de diarrea crónica y dolor abdominal cuando 

coexistían E. nana y Blastocystis sp. que en ausencia del primer protista (χ² (1) = 11,390; p=0,001; 

OR=6,027: IC95=1,920-18,914; V=0,274, en el caso de diarrea crónica) (χ² (1) = 5,960; p=0,015; 
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OR=3,778: IC95=1,227-11,632; V=0,198, para dolor abdominal) (un 57,1% [8/14] de los pacientes 

con E. nana y Blastocystis sp. presentaban diarrea crónica y dolor abdominal, frente al 18,1% 

[25/138] de los pacientes con Blastocystis sp. sin E. nana y diarrea crónica, y al 26,1% [36/138] 

de pacientes con Blastocystis sp. y dolor abdominal). 

El paciente con ST6-Alelo indeterminado presentaba afectaciones sistémicas con lesiones 

cutáneas eritematosas extensas, prurito generalizado y asma eosinofílica. En cuanto a ST7, uno 

de los pacientes sufría de prurito anal y astenia, y el segundo se trataba de un paciente 

asintomático que remitía la muestra fecal por la detección de eosinofilia. Por último, el paciente 

con ST8, padecía rinitis alérgica, diverticulosis crónica y acudía por diarrea crónica de 3 meses 

de evolución, distensión abdominal, meteorismo y pérdida de peso.  

4.2.3. Giardia intestinalis 

4.2.3.1. Identificación y caracterización molecular: variabilidad genética 

De los 172 ADN extraídos positivos por microscopía para Giardia intestinalis se detectaron 164 

ssu ADNr (95,3%) mediante qPCR. Los ciclos umbral de amplificación (Ct) oscilaron entre 16,0 y 

36,1 con una media de 27,8.   

A partir de estos 164 extraídos, se realizó PCR convencional dirigida a los marcadores 

moleculares de gdh y bg. A pesar de que en 40 muestras (24,4%) el Ct fue superior a 30, se decidió 

incluir todas las muestras en el estudio para determinar la tasa de éxito en el genotipado con 

cargas parasitarias bajas. 

En el caso de gdh, se lograron 52 positivos que fueron sometidos a secuenciación Sanger. En 11 

de estos amplicones, el cromatograma no cumplía la calidad necesaria para poder obtener el 

genotipo, de tal forma que a partir de gdh se consiguió el genotipo y subgenotipo de 41 G. 

intestinalis (tasa de éxito: 25,0%, 41/164). Se trabajó con 35 secuencias consenso y en 6 

ocasiones se empleó únicamente una de ambas secuencias. 

Para bg, los positivos por PCR convencional fueron 25, y de ellos 2 se etiquetaron como no 

tipables por baja calidad de las secuencias, obteniendo, finalmente, 23 genotipados (tasa de 

éxito: 14,0%, 23/164). En 19 muestras se emplearon secuencias consenso y en 4 una única 

secuencia. 
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En 14 aislados de G. intestinalis se consiguió determinar el genotipo mediante ambos genes, 

existiendo consenso en prácticamente todos los resultados, a excepción de una muestra que fue 

subgenotipada como AII por gdh y como AIII por bg. 

En 9 ocasiones la PCR para gdh resultó negativa o bien la secuenciación no fue exitosa; sin 

embargo, a partir de bg se pudo establecer el genotipo. Por el contrario, en 27 muestras bg no 

sirvió para la caracterización molecular y fue a partir de gdh como se pudo obtener el 

genotipo/subgenotipo.  

En total, se obtuvo caracterización molecular de 50 aislados de G. intestinalis (tasa de éxito: 

30,5%, 50/164), correspondientes a 50 pacientes diferentes. El valor promedio de Ct obtenido en 

la qPCR ssu ADNr de estos 50 aislados genotipados fue de 23,9 (16,0-33,0), mientras que en los 

114 aislados que no se pudieron caracterizar fue de 29,3 (21,0-36,1). 

Finalmente, en función de la tasa de éxito de la secuenciación, se estableció un punto de corte 

según valores de Ct obtenidos en la qPCR frente a ssu ADNr de G. intestinalis. Mediante la curva 

ROC (AUC: 0,859) con un umbral de discriminación mínimo del 95% de especificidad, se obtuvo 

que el Ct con valor de 29,8 presentaba un 96,0% de especificidad (Figura 34). Si seleccionamos 

este Ct como Ct máximo para realizar cualquier PCR convencional, se evitaría realizar 94 

procesos de PCR (47 frente a gdh y 47 frente a bg), de los que, en este estudio, sólo 2 reportaron 

asignación de genotipo o subgenotipo, que se perderían como falsos negativos.  

 

Figura 34. Curva ROC para determinar la tasa de éxito de secuenciación en función de valores 

de Ct obtenidos en la qPCR frente a ssu ADNr de G. intestinalis. 
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En cuanto a los resultados, el genotipo mayoritario fue el B, con un 76,0% (38/50) de prevalencia, 

siendo un 44,0% BIV (22/50), un 10,0% BIII (5/50) y un 6,0% (3/50) BIII/BIV como subgenotipo 

ambiguo o coinfección. En un 16,0% (8/50) de las muestras únicamente se logró obtener el 

genotipo B sin conseguir el subgenotipo (Figura 35). 

Los 12 (24,0%) aislados de G. intestinalis restantes se caracterizaron con el genotipo A, siendo 

un 20,0% AII (10/50), un 2,0% AI (1/50) y en una ocasión se obtuvo un subgenotipo discordante 

AII/AIII (2,0%, 1/50) (Figura 35).  

 

Figura 35. Frecuencia en porcentaje de los genotipos y subgenotipos de G. intestinalis. 

4.2.3.1.1. Glutamato deshidrogenasa 

En el análisis de las mutaciones presentes en el locus gdh, que queda detallado en la Tabla 30, 

se puede observar un alto nivel de polimorfismo, principalmente en los subgenotipos BIII y BIV.  

En el caso de BIII, ninguno de los 5 aislados obtenidos presentó una secuencia idéntica entre sí, 

aunque cabe destacar la presencia en todas ellas de mutaciones en la posición 309 (Referencia: 

AF069059), donde la citosina presente en la secuencia de referencia se intercambia por un doble 

pico citosina/timina (Y) (40,0%, 2/5) o por timina (60,0%, 3/5). Además, otras dos mutaciones se 

repetían en diferentes secuencias de BIII, C87Y/T y T147C/Y (con un 50,0% (1/2) de mutaciones 

ambiguas Y en ambas posiciones). En total, se observaron hasta 14 SNPs distintos, existiendo 

entre 1 y 5 por secuencia, y siendo todas transiciones (C ↔ T o A ↔ G), con un 41,2% (7/17) de 

mutaciones ambiguas (Y o R) (Tabla 30). 

 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AF069059


RESULTADOS  |  154 
 

Tabla 30. Diversidad genética hallada en el gen gdh de G. intestinalis. 

Genotipo Subgenotipo GenBank ref. n SNPs  Id. 

A 

AI L40509 1 - 1 

AII L40510 

5 - 2 

1 T473A 3 

1 C250T 4 

1 T161Y 5 

1 C233T 6 
1 G249R 7 

B 

BIII AF069059 

1 C87Y, C309Y, C351Y 8 

1 C309T 9 

1 C87T, T147C, G150A, C309T 10 

1 C69T, C106T, C124T, C309T, 
C336T 11 

1 T147Y, T237Y, C309Y, C354R 12 

BIV L40508 

8 - 13 

1 A281R 14 

1 G180A 15 

1 
T183C, T265Y, C361T, T387C, 
C396T, C411T, C423T, C432T, 
C468Y 

16 

4 T183C, T387C, C396T, C423T 17 

7 T183Y, T387Y, C396Y, C423Y 18 

BIII/BIV L40508 

1 
C123Y, T135Y, T183C, G186R, 
C255T, C273T, T312Y, C345Y, 
T366C, C372Y, T387Y, A438R 

19 

1 
T135Y, T183Y, C255Y, C273Y, 
C345Y, T366Y, T387Y, C396Y, 
C423Y, A438R 

20 

1 T135Y, C255Y, C273Y, T366Y, 
T387C, C423Y, A438R 21 

R: A/G  ;  Y: C/T  ;  destacadas: posiciones en las que difieren los dos subgenotipos; GenBank ref.: 
Referencia de GenBank; Id. Número identificativo para su estudio filogenético posterior. 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/L40509
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/L40510
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AF069059
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/L40508
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/L40508
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En cuanto a BIV, únicamente un 36,4% (8/22) presentó la misma secuencia que la de referencia 

(L40508), acumulando las 14 muestras restantes entre 1 y 9 SNPs por secuencia, y siendo 

diferentes entre sí un 35,7% (5/14) de éstas. En 7 de las 22 secuencias de BIV (31,8%), se 

presentaron las mismas mutaciones T183Y, T387Y, C396Y y C423Y. Además, otras 4 (18,2%) 

secuencias tenían mutaciones en estas mismas posiciones, pero sin dobles picos (T183C, 

T387C, C396T y C423T). En otra muestra se mantuvieron los mismos SNPs anteriores, pero 

añadiendo 5 mutaciones más (T265Y, C361T, C411T, C432T, C468Y). La proporción de 

mutaciones ambiguas (Y o R) en las secuencias de BIV fue de un 56,4% (31/55). 

Si analizamos las 3 coinfecciones o genotipo ambiguo BIII/BIV, las 3 secuencias diferían entre sí, 

y se vuelven a observar SNPs en posiciones compartidas con las de BIV en ausencia de BIII, como 

T183C/Y, T387C/Y, C396Y y C423Y. En este caso, el 83,4% (26/31) de las mutaciones fueron 

ambiguas (Y o R). 

Respecto al genotipo A, reseñar que en un 50,0% de los 10 aislados AII se localizó una mutación 

diferente por cada aislado, 4 transiciones y una transversión (purina ↔ pirimidina) (T473A, 

Referencia: L40510), con un 40,0% (2/5) de mutaciones ambiguas (Y o R) (Tabla 30). 

4.2.3.1.1.1. Análisis filogenético 

El estudio evolutivo de las secuencias de gdh se muestra en la Figura 36.  

La longitud de las ramas que diferencian unas secuencias de otras es corta debido a las 

pequeñas variaciones nucleotídicas entre unas y otras. 

El genotipo A se encuentra más próximo filogenéticamente a los genotipos zoonóticos E y F, 

mientras que el genotipo B tiene una relación evolutiva más cercana con los genotipos C y D. 

Además, existe una clara división de los subgenotipos dentro de cada genotipo en diferentes 

grupos independientes, tanto de AII con AI, como de BIII y BIV, con valores de Bootstrap de 95 y 

100% respectivamente.  

Dentro de BIV encontramos todos los valores de soporte por encima del 80% demostrando una 

alta confiabilidad en estas ramificaciones. Sin embargo, los resultados son ambiguos para 

aquellas secuencias con posible coinfección de BIII/BIV, englobando dos de ellos dentro del 

posible grupo de BIII (BIII/BIV 19 y BIII/BIV 21) y otro como BIV (BIII/BIV 20), aunque con unos 

valores de Bootstrap muy bajos, lo que demuestra características genéticas mixtas o 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/L40508
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/L40510
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intermedias entre estos dos subgenotipos. A su vez, los valores de Bootstrap obtenidos para la 

jerarquización de BIII son inferiores al 80%, muchos de ellos incluso por debajo del 50%. 

 

Figura 36. Relaciones evolutivas obtenidas a partir del método Neighbor-joining (Saitou & Nei, 

1987) sobre 392 pb de diferentes secuencias del gen codificante para la enzima NADP Glutamato 

Deshidrogenasa (gdh) de G. intestinalis.  

Las distancias evolutivas fueron calculadas usando el modelo Tamura Nei + G. Como grupo externo se 

añade la secuencia de gdh de Spironucleus vortens. 

Se realizó un estudio de la topología del árbol suprimiendo las ramas con bajo valor estadístico 

(Figura 37), donde con una significancia estadística alta (Bootstrap por encima del 80%), dentro 

del genotipo B solo podemos predecir la existencia de un grupo que engloba a todos los 
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subgenotipos BIV, quedando los subgenotipos BIII y BIII/BIV como ramas independientes 

externas a este grupo (Figura 37). Por otro lado, la agrupación dentro del genotipo A en los dos 

subgenotipos (AI y AII), muestran un alto respaldo estadístico. 

 

Figura 37. Árbol condensado eliminando aquellas ramas con valores de Bootstrap inferiores al 

80% en el árbol filogenético Neighbor-joining (Saitou & Nei, 1987) de gdh. 

4.2.3.1.1.2. Cambios aminoacídicos 

A partir de las mutaciones en las secuencias de ADN de cada genotipo/subgenotipo asignado 

por gdh, se estudiaron los posibles efectos sobre las proteínas resultantes. 

Para el subgenotipo AII asignado por gdh, las mutaciones observadas con respecto a la 

secuencia de referencia L40510 implican los cambios de aminoácidos a nivel proteico que se 

muestran en la Tabla 31. 
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Tabla 31. Polimorfismo de un solo nucleótido en el subgenotipo AII asignado por gdh. 

Secuencia de referencia del 
gen: L40510 

Secuencia de referencia de la 
proteína: AAB00474 

Secuencia de referencia de la 
proteína completa: 

XP_001707257 

SNP 
Cambios aminoacídicos en la 

proteína 
Cambios aminoacídicos en la 

proteína 

T473A L158Q L216Q 

C250T R84C R142C 

T161Y L54P L112P 

C233T S78F S136F 

G249R M83I M141I 

En el subgenotipo BIII, un único SNP se corresponde con una mutación no sinónima, lo que 

conlleva la sustitución de la leucina presente en la posición 36 de la proteína de referencia 

(AAD54621) por fenilalanina (Tabla 32). 

Tabla 32. Polimorfismo de un solo nucleótido en el subgenotipo BIII asignado por gdh. 

n 
Nucleótidos en las posiciones de la secuencia de referencia AF069059 

C 
69 

C 
87 

C 
106 

C 
124 

T 
147 

G 
150 

T 
237 

C 
309 

C 
336 

C 
351 

G 
354 

1  Y      Y  Y  

1        T    

1  T   C A  T    

1 T  T1 T    T T   

1     Y  Y Y   R 

Proteína de referencia: AAD54621. 1p.L36F Proteína de referencia: XP_001707257. 1p.L106F 

En la traducción a proteína de las secuencias del subgenotipo BIV, se determinaron 3 SNPs que 

implicaban cambios en la secuencia aminoacídica (Tabla 33).  

En una secuencia se observó la sustitución de una glutamina por arginina en la posición 94 de la 

proteína, y en otra se intercambió una fenilalanina por leucina en la posición 89 (Referencia: 

AAB00475). En esta última secuencia, además, se produjo una sustitución nucleotídica (Q121*, 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/5880323
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_001707257.1?report=genpept
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Ref: AAB00475) que implicaba la terminación en la traducción, al tratarse en la transcripción de 

un codón STOP. 

Tabla 33. Polimorfismo de un solo nucleótido en el subgenotipo BIV asignado por gdh. 

n 
Nucleótidos en las posiciones de la secuencia de referencia L40508 

G 
180 

T 
183 

T 
265 

A 
281 

C 
361 

T 
387 

C 
396 

C 
411 

C 
423 

C 
432 

C 
468 

1 A           

1    R1        

1  C Y2  T3 C T T T T Y 

4  C    C T  T   

7  Y    Y Y  Y   

Proteína de referencia: AAB00475 

1p.Q94R 

2p.F89L 

3p.Q121* (codón STOP) 

Proteína de referencia: XP_001707257 

1p.Q152R 

2p.F147L 

3p.Q179* (codón STOP) 

A pesar de que la mutación C361T (Ref: L40508) podría tener una gran repercusión en la proteína 

resultante, los picos en el cromatograma de ambas secuencias (fordward y reverse) fueron 

robustos y no ejercían dudas en la veracidad de la existencia de este polimorfismo (Figura 38). 

                    

Figura 38. Mutación C361T (Ref: L40508) en secuencias (a.) fordward y (b.) reverse de un aislado 

de G. intestinalis BIV. 

La secuencia proteica obtenida de la traducción de esta secuencia nucleotídica mutada se 

muestra en la Tabla 34. 

b. a. 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/886235
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_001707257.1?report=genpept
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Tabla 34. Secuencia primaria obtenida de la traducción de la secuencia nucleotídica de un 

aislado de BIV con las mutaciones no sinónimas T265C y C361T (Ref. L40508). 

GPYKGGLRFHPSVNLSILKFLGFEQILKNSLTTLPMGGGKGGSDFDPKGKSDNEVMRFCQSLMTELRR

HVGADTDVPAGDIGVGGREIGYLFG(STOP) 

 

Este codón STOP produce un acortamiento de la proteína, eliminando completamente la región 

de unión al cofactor NAD(P)+, tal y como queda representado en la Figura 39.  

                                          

Figura 39. Mediante Alphafold se muestra transparente y con bordes verde la estructura 

tridimensional perdida derivada de la mutación C361T (Ref. L40508) en la proteína completa de 

referencia: AF-A0A0F6PNH3-F1.  

Por último, ningún SNP detectado en la coinfección BIII/BIV resultó en modificaciones en la 

secuencia proteica (Tabla 35). 

Tabla 35. Polimorfismo de un solo nucleótido en el subgenotipo BIII/BIV asignado por gdh. 

n 
Nucleótidos en las posiciones de la secuencia de referencia L40508 

C 
123 

T 
135 

T 
183 

G 
186 

C 
255 

C 
273 

T 
312 

C 
345 

T 
366 

C 
372 

T 
387 

C 
396 

C 
423 

A 
438 

1 Y Y C R T T Y Y C Y Y   R 

1  Y Y  Y Y  Y Y  Y Y Y R 

1  Y   Y Y   Y  C  Y R 

Cabe destacar que ninguno de los cambios aminoacídicos de este apartado modificó el centro 

activo enzimático, viéndose principalmente afectado el domino de dimerización.  
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4.2.3.1.2. β-giardina 

En el análisis del locus bg se obtuvieron los SNPs representados en la Tabla 36.   

Tabla 36. Diversidad genética hallada en el gen bg de G. intestinalis. 

Genotipo Subgenotipo GenBank ref. n SNPs Id. 

A 
AII AY072723 

2 - 1 
1 C435Y, 568delA 2 

AIII AY072724 1 - 3 

B - AY072727 

1 - 4 

1 A183G, C309T, T425A, C564T 5 

2 C165T, C309T, C324T, C393T, 
T471C 6 

1 C165T, C309T, C324T, C393T, 
A464G, T471C 7 

1 C165T, G267A, G268A, C309T, 
C324T, C393T, T471C 8 

1 C309T, C540T 9 

1 C450T 10 

1 G159A, C165T, A274R, C309T, 
C324T, C393T, T471C 

11 

1 G159A, C165T, C309T, C324T, 
C393T, A412G, T471C 12 

1 G159A, C165T, C309T, C324T, 
C393T, C423Y, T471C 13 

2 G159A, C165T, C309T, C324T, 
C393T, T471C 14 

1 G159A, C165T, C309T, C324T, 
T383Y, C393T, T471C 15 

1 G159A, C165T, T173Y, C309T, 
C324T, C393T, T471C 

16 

2 G159R, C165T, C309T, C324T, 
C393T, T471C 17 

1 G159R, C165T, G289R, C309T, 
C324T, C393T, A464R, T471C 18 

1 T143Y, C165T, C309T, C324T, 
C393T, T471C 

19 

R: A/G  ;  Y: C/T  ;  destacadas: mutaciones más prevalentes; GenBank ref.: Referencia de GenBank; Id. 

Número identificativo asignado a cada secuencia para su estudio filogenético posterior. 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AY072723.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AY072724.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AY072727.1
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Se estudió el tramo que comprende los nucleótidos entre las posiciones 111 y 585 (474 pb) de 

las secuencias de referencia AY072723, AY072724 y AY072727, encontrándose una elevada 

heterogeneidad alélica en el genotipo B.   

De las 19 muestras con genotipo B, 16 (84,2%) diferían entre sí y 18 (94,7%) de la secuencia de 

referencia (AY072727). En total, se observaron hasta 24 SNPs diferentes, donde solo uno (T425A) 

se correspondió con una transversión, por tanto, el 95,8% de los SNPs fueron transiciones. 

Además, el 9,4% (10/106) del total de mutaciones fueron mutaciones ambiguas (Y o R). 

Muchos de los SNPs detectados se comparten entre los diferentes aislados; encontramos un 

89,5% (17/19) que presentan la mutación C309T (Referencia: AY072727), las mutaciones C165T, 

C324T, C393T y T471C aparecieron en un 78,9% (15/19) de las secuencias y, por último, en la 

posición 159 se observaron sustituciones de guanina por adenina en 9 ocasiones (47,4%) o por 

un doble pico adenina/guanina en 3 secuencias (15,8%) (Tabla 36).  

Con respecto al genotipo A, en el subgenotipo AII únicamente se encontró en una secuencia la 

deleción de adenina en la posición 568 (Referencia: AY072723) junto al SNP C435Y; mientras que 

el único subgenotipo AIII fue idéntico a la secuencia de referencia (AY072724) (Tabla 36).  

4.2.3.1.2.1. Análisis filogenético 

El estudio evolutivo de las secuencias bg mediante Neighbor-joining (Saitou & Nei, 1987) se 

muestra en la Figura 40. 

Al igual que en el análisis de gdh, el genotipo A se muestra más próximo filogenéticamente a los 

genotipos E y F que al genotipo B. En este caso, los genotipos C y D aparecen agrupados pero 

separados del resto de genotipos. 

En cuanto a los subgenotipos, dentro del genotipo A se observa una correcta división para cada 

subgenotipo AIII y AII, con un elevado respaldo estadístico (Bootstrap 100%).  

En el caso del genotipo B, podemos observar una posible división en dos clados, uno de ellos 

está formado por las secuencias de B que acumulan escasas mutaciones con respecto a la 

secuencia de referencia AY072727 (B4 sin mutaciones, B5 con las mutaciones A183G, C309T, 

T425A, C564T, B9 con dos mutaciones C309T, C540T y B10 con la única mutación C450T), y, en 

el otro lado, encontramos las restantes 12 secuencias que comparten las mutaciones C165T, 

C309T, C324T, C393T, T471C (B6-B8, B11-B19). 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AY072727.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AY072727.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AY072723.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AY072724.1
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Figura 40. Relaciones evolutivas obtenidas a partir del método Neighbor-joining (Saitou & Nei, 

1987) sobre 474 pb de diferentes secuencias del gen codificante para la proteína estructural β-

giardina (bg) de G. intestinalis.  

Las distancias evolutivas fueron calculadas usando el modelo Tamura Nei + G. Debido a que se trata de 

una proteína única de G. intestinalis no se añade grupo externo. 

Eliminando las ramas del árbol filogenético con valores de Bootstrap por debajo de 80%, con una 

elevada significancia estadística (99%) podemos separar las 12 secuencias de B6-8 y B11-19 con 

un nodo común (remarcado en la Figura 41) del resto de secuencias de B (B4, B5, B9 y B10). 
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Figura 41. Árbol condensado eliminando aquellas ramas con valores de Bootstrap inferiores al 

80% en el árbol filogenético Neighbor-joining (Saitou & Nei, 1987) de bg de G. intestinalis. 

4.2.3.1.2.2. Cambios aminoacídicos 

En el análisis de mutaciones en las secuencias de bg, se encontraron SNPs en aislados 

caracterizados como subgenotipo AII y como genotipo B. Varios de estos polimorfismos se 

corresponden con cambios aminoacídicos en las proteínas resultantes. 

Uno de los dos polimorfismos localizados en el subgenotipo AII asignado por bg, C435Y (Ref: 

AY072723), es una mutación sinónima. Sin embargo, la deleción de adenina en la posición 568 

(Figura 42) cambia totalmente el marco de lectura generando una gran cantidad de 

modificaciones en la secuencia proteica.  
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Figura 42. Deleción de adenina en la posición 568 (Ref: AY072723) mostrada en la secuencia 

fordward del aislado de G. intestinalis que acumula esta mutación. 

En la Tabla 37 se muestran los cambios de aminoácidos detectados en este estudio debido al 

tramo que engloba nuestra PCR, sin embargo, podrían alargarse hasta el final de la secuencia.  

Tabla 37. Polimorfismo de un solo nucleótido en el subgenotipo AII asignado por bg. 

Secuencia de referencia del 

gen: AY072723 

Secuencia de referencia de la 

proteína: AAL67658 

Secuencia de referencia de la 

proteína completa: 

XP_001705425 

SNP 
Cambios aminoacídicos en la 

proteína 

Cambios aminoacídicos en la 

proteína 

568delA 

T190R T205R 

T191Q T206Q 

E192K E207K 

A193R A208R 

L194S L209S 

 

Por otro lado, en el genotipo B obtenido a partir de bg, 9 de los polimorfismos de un solo 

nucleótido detectados producían cambios de aminoácidos (Tabla 38).  
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Tabla 38. Polimorfismo de un solo nucleótido en el genotipo B asignado por bg. 

N 
Nucleótidos en las posiciones de la secuencia de referencia AY072727 

T 

143 

G 

159 

C 

165 

T 

173 

A 

183 

G 

267 

G 

268 

A 

274 

G 

289 

C 

309 

C 

324 

T 

383 

C 

393 

A 

412 

C 

423 

T 

425 

C 

450 

A 

464 

T 

471 

C 

540 

C 

564 

1     G     T      A8     T 
1   T       T T  T      C   
2  A T       T T Y6 T      C   
1   T   A A3   T T  T      C   
1          T          T  
1                 T     
1  A T     R4  T T  T      C   
1  A T       T T  T G7     C   
1  A T       T T  T  Y    C   
2  A T       T T  T      C   
1  A T       T T Y6 T      C   
1  A T Y2      T T  T      C   
2  R T       T T  T      C   
1  R T      R5 T T  T     R9 C   
1 Y1  T       T T  T      C   

Proteína de referencia: AAL67662 
1p.I48T 
2p.L58P 
3p.E90K 
4p.I92V 

5p.A97T 
6p.I128T 
7p.S138G 
8p.L142H 
9p.K155R 

Proteína de referencia: XP_001705425 
1p.I63T 
2p.L73P 
3p.E105K 
4p.I107V 

5p.A112T 
6p.I143T 
7p.S153G 
8p.L157H 
9p.K170R 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/18389202
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/XP_001705425.1?report=genpept


RESULTADOS  |  167  
 

 

4.2.3.1.3. Comparativa Glutamato deshidrogenasa y β-giardina 

En la Tabla 39 se realizó una comparativa de los dos locus, gdh y bg, en las 14 muestras en las 

que se había obtenido genotipo/subgenotipo a partir de ambos.  

Tabla 39. Diversidad molecular en genotipo/subgenotipo de aquellos amplificados de G. 

intestinalis con resultado de secuenciación tanto de gdh como de bg. 

Geno-
tipo 

Sub- 
geno
tipo 

gdh bg 

n SNPs (id. de gdh) n SNPs (id. de bg) 

A 
AII 1 - 1 C435Y, 568delA (AII 2) 

1 G249R (AII 7) 1 - 
AII/ 
AIII 1 AII sin SNPs (AII 2) 1 AIII sin SNPs (AIII 3) 

B 

BIII 1 C87Y, C309Y, C351Y (BIII 8) 1 C309T, C540T (B 9) 

BIV 

3 -  (BIV 13) 

1 G159A, C165T, C309T, C324T, 
C393T, T471C (B 14) 

1 G159A, C165T, A274R, C309T, 
C324T, C393T, T471C (B 11) 

1 G159A, C165T, T173Y, C309T, 
C324T, C393T, T471C (B 16) 

2 T183C, T387C, C396T, C423T 
(BIV 17) 

1 G159A, C165T, C309T, C324T, 
C393T, T471C (B 14) 

1 C165T, C309T, C324T, C393T, 
T471C (B 6) 

3 T183Y, T387Y, C396Y, C423Y  
(BIV 18) 

1 
G159R, C165T, G289R, C309T, 
C324T, C393T, A464R, T471C 
(B 18) 

1 G159R, C165T, C309T, C324T, 
C393T, T471C (B 17) 

1 T143Y, C165T, C309T, C324T, 
C393T, T471C (B 19) 

BIII/ 
BIV 

1 

C123Y, T135Y, T183C, G186R, 
C255T, C273T, T312Y, C345Y, 
T366C, C372Y, T387Y, A438R 
(BIII/BIV 19) 

1 A183G, C309T, T425A, C564T 
(B 5) 

1 
T135Y, T183Y, C255Y, C273Y, 
C345Y, T366Y, T387Y, C396Y, 
C423Y, A438R  
(BIII/BIV 20) 

1 -  (B 4) 

R: A/G  ;  Y: C/T  ;   destacadas: mutaciones más prevalentes en bg; Id: identificativo.  
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Subrayar las mutaciones C165T, C324T, C393T, T471C (Referencia: AY072727) que se repiten en 

todas las secuencias del locus bg genotipo B identificados como BIV por gdh, estando ausentes 

en las coinfecciones BIII/BIV o en el aislado BIII. Este resultado coincide con lo obtenido en el 

análisis filogenético de bg, donde las muestras con estas mutaciones (B6-8 y B11-19) se separan 

del resto. En la Tabla 39 podemos observar esta separación, donde B4, B5 y B9 (id. de bg), se 

asignan por gdh como BIII/BIV los dos primeros y como BIII el último, mientras que B6, B11, B14 

y B16-19 (id. de bg) se alinean con BIV.  

Por otro lado, la mutación C309T en el gen bg se localizó en todas las muestras con genotipo B, 

tanto BIII como BIV asignado por gdh, con excepción de una muestra con coinfección BIII/BIV en 

la que no se detectó esta sustitución. 

4.2.3.2. Estudio sociodemográfico según genotipado 

En el estudio estadístico de la relación de las variables sociodemográficas y los subgenotipos, 

se excluyeron AI, AII/AIII y BIII/BIV debido al escaso número de casos obtenidos (n<5). Tampoco 

se tuvo en cuenta aquellos asignados como B sin identificar el subgenotipo. 

4.2.3.2.1. Edad y sexo 

De los 50 pacientes con aislados de Giardia intestinalis genotipados, la media de edad fue de 

16,3 ± 18,4 años. Mediante la prueba de Shapiro-Wilk se observó que no existía una distribución 

normal en los valores de la edad de los pacientes con G. intestinalis genotipados (W (37) = 0,775; 

p<0,001), debido a ello, se empleó la prueba de Kruskal-Wallis para establecer relaciones 

estadísticas entre subgenotipos y la edad de los pacientes. Como resultado se obtuvo la 

existencia de diferencias significativas entre la edad y la parasitación por un subgenotipo u otro 

(H (2) = 11,963; p=0,003). Las comparaciones múltiples post hoc mostraron que las diferencias 

se establecían entre los subgenotipos BIII y BIV (p=0,009) y entre BIV y AII (p=0,047).  

Podemos observar en la Figura 43 que la mediana de edad fue muy dispar entre subgenotipos 

(BIV 4,5 años [RIQ: 5 años], BIII 39 años [RIQ: 52 años] y AII 26 años [RIQ: 39 años]), con un rango 

intercuartílico muy pequeño para BIV aun representando una gran parte de nuestra población 

(44,0%, 22/50). De igual forma, los pacientes parasitados por BIV presentaban una media de 

edad inferior a BIII y AII (8,8 ± 12,0 años para BIV frente a 38,0 ± 26,2 años de BIII y 25,9 ± 20,3 

años de AII). 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AY072727.1
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Figura 43. Distribución de los diferentes subgenotipos de G. intestinalis según la edad en años 

de los pacientes. 

x: Media de edad en años; __: Mediana de edad en años. 

Aunque no se incluyeron en el análisis estadístico por el escaso número de pacientes 

parasitados, para BIII/BIV se obtuvo una media y mediana de edad relativamente elevadas con 

respecto al resto de subgenotipos (20,7 ± 15,5 años y 27 años, respectivamente), mientras que 

los 8 pacientes sin subgenotipo B asignado, que quedaron como B, presentaron 11,4 ± 15,6 años 

de media y 3 años de mediana (RIQ: 27 años). Los únicos pacientes con AI y AII/AIII fueron 

niños/as (7 y 13 años respectivamente) (Figura 43). 

Encontramos que solo un 13,6% (3/22) de los pacientes con BIV fueron adultos (>14 años), con 

una edad máxima de 40 años (marcados en la Figura 43 como valores atípicos), mientras que 

para BIII un 60,0% fueron adultos (3/5), englobando a los pacientes más longevos del estudio (57 

y 70 años) con el único anciano (Tabla 40).  

Al analizar la prevalencia de cada subgenotipo por grupos de edad, se encontraron diferencias 

estadísticamente significativas con una asociación de magnitud media (χ² (4) = 14,416; p=0,006; 

V=0,441). Se obtuvo que el subgenotipo AII fue predominante en los adultos con respecto a los 
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niños/as (40,0% [6/15] frente a 11,8% [4/34]) (p=0,017) y el BIV en los niños/as con respecto a los 

adultos (55,9% [19/34] frente a 20,0% [3/15]) (p=0,006) (Tabla 40). 

Tabla 40. Distribución de los grupos de edad en años de los pacientes según el subgenotipo 

de Giardia intestinalis. 

Genotipo 

(n) 

Subgenotipo 

(n) 

Niños/as (0-14 

años) (%) 

Adultos (15-64 

años) (%) 

Ancianos/as (≥65 

años) (%) 

A (12) 

AI (1) 
6 

(17,6) 

1 (2,9) 
6 

(40,0) 

0 

0 

0 

AII (10) 4 (11,8) 6 (40,0) 0 

AII/AIII (1) 1 (2,9) 0 0 

B (38) 

- (8) 

28 
(82,4) 

6 (17,6) 

9 
(60,0) 

2 (13,3) 

1 (100,0) 

0 

BIII (5) 2 (5,9) 2 (13,3) 1 (100,0) 

BIV (22) 19 (55,9) 3 (20,0) 0 

BIII/BIV (3) 1 (2,9) 2 (13,3) 0 

Total (50) 34 (68,0) 15 (30,0) 1 (2,0) 

 

Mediante la prueba de Shapiro-Wilk, se observó que la carga parasitaria en valores de Ct seguía 

una distribución normal (W (37) = 0,962; p=0,230) y, por tanto, se puede considerar que la media 

es un buen descriptor. Debido a que únicamente tenemos un paciente anciano, se eliminó este 

grupo del análisis. En primer lugar, se comparó la homogeneidad de varianzas con la prueba de 

Levene, obteniéndose que no es posible rechazar la hipótesis de homogeneidad (F: 0,020; 

p=0,888) y, por tanto, se empleó la prueba T-test para muestras independientes para determinar 

si la carga parasitaria difiere entre los dos grupos de edad. Se observó una desigualdad de 

medias de Ct entre ambos grupos (T (47) = 2,389; p=0,021), con una diferencia de 2,4 en este 

valor medio de Ct entre uno y otro, siendo significativamente mayor en niños/as que en adultos 

(24,7 [DE: 3,3] para los niños/as y 22,3 [DE: 3,2] para los adultos); por tanto, la carga parasitaria 

fue más elevada en adultos que en niños/as. 

La distribución de los genotipos y subgenotipos fue homogénea entre hombres y mujeres, sin 

observarse asociación estadísticamente significativa entre el sexo ni el genotipo o subgenotipo 

detectado (F: p=0,742 y χ² (2) = 2,293; p=0,318, respectivamente) (Tabla 41). 

  



RESULTADOS  |  171  
 

 

Tabla 41. Distribución de los diferentes genotipos/subgenotipos de G. intestinalis según sexo. 

Genotipo Subgenotipo Hombres (%) Mujeres (%) 

A 

AI 
5 

(20,0) 

0 
7 

(28,0) 

1 (4,0) 

AII 4 (16,0) 6 (24,0) 

AII/AIII 1 (4,0) 0 

B 

- 

20 
(80,0) 

1 (4,0) 

18 
(72,0) 

7 (28,0) 

BIII 4 (16,0) 1 (4,0) 

BIV 13 (52,0) 9 (36,0) 

BIII/BIV 2 (8,0) 1 (4,0) 

Total (50) 25 (50,0) 25 (50,0) 

 

4.2.3.2.2. Movimiento migratorio y movilidad internacional 

El 88,0% (n=44) de los 50 pacientes habían nacido en España y el 12,0% restante tenían 

nacionalidad boliviana, saharaui, dominicana (n=1, 2,0% cada uno) y pakistaní (n=3, 6,0%). Un 

18,0% (n=9) de los pacientes había realizado un viaje reciente al extranjero antes de la recogida 

de la muestra de heces.  En la Tabla 42 se observa la distribución de los subgenotipos según lugar 

de nacimiento y viajes. 

Tabla 42. Distribución de los subgenotipos según lugar de nacimiento y viajes recientes. 

  AI  
(%) 

AII 
(%) 

AII/AIII 
(%) 

B 
 (%) 

BIII 
(%) 

BIV 
(%) 

BIII/BIV 
(%) 

Lugar de 
nacimiento 

(n) 
 

N = 50 

España (44) 0 9 
(20,4) 

1 
(2,3) 

7 
(15,9) 

3  
(6,8) 

22 
(50,0) 

2 
(4,5) 

América 
(Centro/Sur) (2) 0 1 

(50,0) 0) 0 1 
(50,0) 0 0 

África (1) 0 0 0 0 1 
(100,0) 0 0 

Asia (3) 1 
(33,3) 0 0 

1 
(33,3) 0 0 

1  
(33,3) 

Viajes 
recientes 

(n) 
 

N = 9 

América 
(Centro/Sur) (2) 

0 0 0 0 1 
(50,0) 

1 
(50,0) 

0 

África (4) 0 1 
(25,0) 0 0 3 

(75,0) 0 0 

Asia (3) 1  
(33,3) 0 0 0 0 0 

2  
(66,7) 
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La nacionalidad y los viajes al extranjero se asociaron significativamente con la presencia de 

distintos subgenotipos (χ² (2) = 8,815; p=0,012; V=0,488 y χ² (2) = 17,462; p<0,001; V=0,687, 

respectivamente). Un 80,0% (4/5) de los pacientes con BIII habían realizado viajes recientes fuera 

de España, un 75,0% (3/4) a África y el paciente restante a Bolivia. Se determinó que la 

proporción de pacientes con BIII que había viajado pre recogida de muestra (80,0%) fue 

significativamente superior al del resto de subgenotipos (10,0% [1/10] de AII; p=0,010 y 4,5% 

[1/22] de BIV; p<0,001). De igual forma, hubo más pacientes extranjeros parasitados con BIII 

(66,7%, 2/3), con respecto a los pacientes españoles (8,8%, 3/34) (p=0,005). 

Por otro lado, el 90,0% (9/10) de los pacientes con AII eran españoles y no habían abandonado el 

país recientemente, el restante procedía de República Dominicana. De forma similar, todos los 

pacientes parasitados por BIV (n=22) habían nacido en España y solo uno (4,5%) relataba haber 

viajado fuera del país antes de remitir la muestra, específicamente a México. El único 

subgenotipo AI se correspondía con un paciente de Pakistán que acudió al Centro de Salud tras 

regresar de su país de origen. En cuanto a BIII/BIV, el 66,7% (2/3) de los pacientes habían viajado 

a Asia (a India o Pakistán). Por último, el subgenotipo ambiguo AII/AIII pertenecía a un paciente 

español del que no constaba ninguna salida al extranjero reciente.  

4.2.3.2.3. Distribución geográfica 

La mayor parte de las muestras caracterizadas procedían de la zona norte (64,0%, 32/50) y 

únicamente un 10,0% (5/50) se aislaron del sur de Valencia. Hubo una gran cantidad de 

pacientes procedentes de otros hospitales e, incluso, de fuera de Valencia (26,0%, 13/50).  

No existió asociación entre ningún subgenotipo y ningún Centro de Salud (χ² (20) = 22,784; 

p=0,300) o zona de Valencia propuesta (χ² (2) = 4,219; p=0,121). La zona norte presentó la mayor 

diversidad de subgenotipos, siendo el predominante BIV (34,4%, 11/32), seguido de AII (25,0%, 

8/32); mientras que, en el sur, todos los casos se correspondían con el subgenotipo BIV (n=5). 

Los pacientes procedentes de otras Áreas de Salud también mostraron una gran diversidad 

genética con hasta 4 subgenotipos distintos (AII, AII/AIII, BIII, BIV y BIII/BIV). 

El análisis de aquellos subgenotipos que compartían polimorfismos de un solo nucleótido en 

gdh o bg tampoco reportó ninguna relación entre los aislados y los Centros de Salud, 

encontrándose las muestras con las mismas mutaciones dispersas por Centros de Salud, entre 

norte y sur y por otras áreas de Valencia y de fuera de la ciudad.  

La distribución de los subgenotipos según los Centros de Salud se plasma en la Tabla 43.  
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Tabla 43. Prevalencia de cada subgenotipo de G. intestinalis por zonas de salud. 

Zonas 

Centros de 
Salud y 

Consultorios 
Médicos (n) 

AI 
(%) 

AII  
(%) 

AII/ 
AIII 
(%) 

B 
(%) 

BIII 
(%) 

BIV  
(%) 

BIII/B
IV  
(%) 

Norte 

Campanar (8) 0 0 0 2 
(25,0) 0 

5 

(22,7) 
1 

(33,3) 

Just Ramírez (9) 
1 

(100) 
2 

(20,0) 0 
3 

(37,5) 

1 

(20,0) 

2  

(9,1) 
0 

Trinitat (3) 0 
1 

(10,0) 
0 

1 

(12,5) 

1 

(20,0) 
0 0 

Miguel Servet + 
Azucena 

(Benicalap) (5) 
0 

2 

(20,0) 
0 

1 

 (12,5) 

1 

 (20,0) 

1 

 (4,5) 
0 

Salvador Allende 
(5) 0 3 

(30,0) 0 
1 

(12,5) 
0 

1 

(4,5) 
0 

Juan XXIII (2) 0 0 0 0 0 
2  

(9,1) 
0 

Total de Norte 
(32) 

1  
(100) 

8 
(80,0) 0 

8  
(100) 

3  
(60,0) 

11 
(50,0) 

1 
(33,3) 

Sur 

Albal (0) 0 0 0 0 0 0 0 

Alcácer (2) 0 0 0 0 0 2 (9,1) 0 

Catarroja (2) 0 0 0 0 0 2 (9,1) 0 

Massanassa (0) 0 0 0 0 0 0 0 

Silla (1) 0 0 0 0 0 1 (4,5) 0 

Beniparrell (0) 0 0 0 0 0 0 0 

Total de Sur (5) 0 0 0 0 0 5 (22,7) 0 

H.U.P. La Fe (3) 0 0 0 0 0 3 (13,6) 0 

Otros hospitales (10) 0 
2 

(20,0) 

1  

(100) 
0 

2 

(40,0) 

3  

(13,6) 

2 

(66,7) 

Total 1 10 1 8 5 22 3 

La mayor parte de los individuos con G. intestinalis de nacionalidad distinta a la española vivían 

en el norte de la ciudad (83,3%, 5/6), representando el 15,6% (5/32) del total de la población de 

esta zona, aunque sin asociación estadística entre la nacionalidad y una zona u otra (F: p=0,342).  
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4.2.3.3. Estudio de la clínica asociada según genotipado 

Un 70,0% (n=35) de los 50 pacientes presentaron clínica, siendo el síntoma más frecuente la 

diarrea aguda (38,0%, n=19). Un 12,0% de los pacientes (n=6) reportaron síntomas sistémicos 

(fiebre, prurito generalizado, pérdida de peso o astenia) (Tabla 44).  

Tabla 44. Sintomatología de los pacientes con G. intestinalis genotipada (N=50). 

Síntomas N % 

Diarrea aguda 19 38,0 

Diarrea crónica 5 10,0 

Estreñimiento 1 2,0 

Dolor abdominal 8 16,0 

Vómitos 3 6,0 

Dispepsia/epigastralgia 1 2,0 

Meteorismo/flatulencias 3 6,0 

Heces de consistencia o 
apariencia anormal 1 2,0 

Proctalgia y/o rectorragia 1 2,0 

Prurito anal 5 10,0 

Pérdida de peso 2 4,0 

Fiebre 1 2,0 

Prurito generalizado 3 6,0 

Astenia 1 2,0 

Asintomático 15 30,0 

 

El análisis de la sintomatología por grupos de edad mostró diferencias en el número de pacientes 

asintomáticos por grupos (χ² (2) = 6,340; p=0,042; V=0,356), observándose una mayor proporción 

de niños/as asintomáticos en comparación con los adultos (un 41,2% [14/34] de los niños/as 

fueron asintomáticos, frente al 6,7% [1/15] de los adultos; p=0,016). Sin embargo, ningún 

síntoma fue más prevalente en un grupo de edad u otro. 

Por otro lado, no hubo diferencias en la proporción de pacientes asintomáticos y sintomáticos 

según el sexo de los pacientes (χ² (1) = 0,857; p=0,355) y tampoco un síntoma prevaleció sobre 

otro en un sexo u otro. 
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No se estableció ninguna asociación entre sintomatología y la parasitación por un subgenotipo 

u otro (Tabla 45), ni entre ambos genotipos (p>0,05 para todos los signos y síntomas). A pesar de 

ello, cabe destacar que todos los pacientes con diarrea crónica y meteorismo o flatulencias 

presentaron Giardia intestinalis BIV (n=5 y 3, respectivamente).  

Tabla 45. Sintomatología de los pacientes según genotipos/subgenotipos de G. intestinalis. 

Síntomas (n) 
AI 

n = 1 
(%)  

AII 
n = 10 
(%) 

AII/AIII 
n = 1 
(%) 

B 
n = 8 
(%) 

BIII 
n = 5 
(%) 

BIV 
n = 22 
(%) 

BIII/BIV  
n = 3 
(%) 

P 
valor1 

Diarrea aguda (19) 0 
4 

(40,0) 
0 

5 
(62,5) 

2 
(40,0) 

6 
(27,3) 

2    
(66,7) 

0,719 

Diarrea crónica (5) 0 0 0 0 0 
5 

(22,7) 
0 0,139 

Estreñimiento (1) 0 
1 

(10,0) 
0 0 0 0 0 0,250 

Dolor abdominal (8) 0 
1 

(10,0) 
0 

3 
(37,5) 

0 
4 

(18,2) 
0 0,523 

Vómitos (3) 0 
2 

(20,0) 
0 

1 
(12,5) 

0 0 0 0,058 

Dispepsia/epigastralgia 
(1) 

0 0 0 
1 

(12,5) 
0 0 0 - 

Meteorismo/flatulencias 
(3) 

0 0 0 0 0 
3 

(13,6) 
0 0,329 

Heces de consistencia o 
apariencia anormal (1) 

0 
1 

(10,0) 
0 0 0 0 0 0,250 

Proctalgia y/o rectorragia 
(1) 

0 0 0 0 0 
1 

(4,5) 
0 0,704 

Fiebre (1) 0 0 0 0 0 
1 

(4,5) 
0 0,704 

Prurito generalizado (3) 0 
2 

(20,0) 
0 0 

1 
(20,0) 

0 0 0,091 

Prurito anal (5) 0 
1 

(10,0) 
0 

1 
(12,5) 

0 
3 

(13,6) 
0 0,672 

Pérdida de peso (2) 0 
1 

(10,0) 
0 0 0 

1 
(4,5) 

0 0,694 

Astenia (1) 0 0 0 0 0 
1 

(4,5) 
0 0,250 

Asintomático (15) 
1 

(100) 
3 

(30,0) 
1    

(100) 
1 

(12,5) 
2 

(40,0) 
6 

(27,3) 
1      

(33,3) 
0,854 

1 Prueba Chi-cuadrado 
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No se relacionó ningún genotipo/subgenotipo con la sintomatología sistémica (Genotipo: F: 

p=0,141 y Subgenotipo: χ² (2) = 2,273; p=0,321), existiendo un 30,0% de pacientes con AII, 20,0% 

con BIII y 9,1% con BIV con alguna manifestación de esta índole (3/10, 1/5 y 2/22, 

respectivamente). Y de forma similar, no se observó una mayor prevalencia de pacientes 

asintomáticos con ningún genotipo o subgenotipo (χ² (1) = 1,023; p=0,312 entre genotipos A y B) 

(Tabla 45 para subgenotipos). 

Mediante análisis estadístico T-test para muestras independientes se determinó que no existían 

diferencias en la media de Ct entre pacientes sintomáticos y asintomáticos (T (48) = 0,579; p= 

0,565). La diferencia en las medias de Ct fue de solo 0,6 (Ct con valor de 24,4 [DE: 3,9] para 

pacientes asintomáticos y 23,8 [DE: 3,2] para sintomáticos). 

Un 32,0% (n=16) de los pacientes padecía de algún tipo de enfermedad alérgica y un 20,0% 

(n=10) presentaba afectaciones cutáneas del tipo dermatitis atópica, eccemas o psoriasis, 

siendo alérgicos un 70,0% de estos 10 pacientes (n=7). La distribución de 

genotipos/subgenotipos fue similar entre la población general y los pacientes alérgicos 

(Genotipo: F: p=0,486 y Subgenotipo: χ² (2) = 1,578; p=0,454). 

Un 10,0% de los pacientes (n=5) presentaron algún tipo de inmunosupresión (trasplante renal, 

aplasia medular por síndrome mielodisplásico, leucemia mieloblástica aguda, esclerosis 

múltiple en tratamiento inmunosupresor y VIH mal controlado), sin diferencias estadísticas 

significativas entre genotipo/subgenotipo y la presencia de esta inmunosupresión (Genotipo: F: 

p=0,082 y Subgenotipo: χ² (2) = 2,209; p=0,331). Aunque la proporción de pacientes sintomáticos 

en la población inmunodeprimida fue superior a la inmunocompetente (80,0% [4/5] frente a 

68,9% [31/45], respectivamente) estas diferencias no fueron significativas (F: p=0,524).  

A 24 pacientes (48,0%) se les realizó analítica sanguínea con determinación de eosinófilos, 

encontrándose en un 33,3% (n=8) la presencia de eosinofilia.  De estos pacientes con eosinófilos 

elevados, un 50,0% (4/8) eran alérgicos y, a su vez, en un 50,0% se encontraron coinfecciones 

con otros parásitos (Blastocystis sp., Enterobius vermicularis, Strongyloides sp. o Endolimax 

nana), coincidiendo en dos individuos patología alérgica y la presencia de coinfección. Un 62,5% 

(5/8) de los pacientes con eosinofilia eran asintomáticos. No se observó relación entre ningún 

genotipo/subgenotipo y la presencia o ausencia de eosinofilia (Genotipo: F: p=0,647 y 

Subgenotipo: χ² (2) = 0,693; p=0,707). 

En el análisis coproparasitológico mediante microscopía óptica en heces, se detectó una 

coinfección con algún otro protista intestinal en un 28,0% (n=14) de los pacientes, 
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predominantemente con Blastocystis sp. (16,0%, n=8/50), seguido de Endolimax nana (8,0%, 

n=4/50) y Dientamoeba fragilis (4,0%, n=2/50). No se encontraron diferencias entre la incidencia 

de ningún síntoma estudiado y ninguna coinfección parasitaria detectada. 

Se diagnosticaron 4 pacientes con procesos de reinfección o giardiosis crónica, ya que 

presentaron aislamientos de G. intestinalis en heces en episodios que diferían entre sí en un 

lapso de 6 meses o más. Todos estos pacientes eran niños/as, con edades comprendidas entre 

los 2 y 12 años. En tres de ellos se logró realizar la caracterización molecular (al menos en una 

muestra), siendo los resultados diferentes en todos los casos (B, BIV y AII). Los niños/as con B y 

BIV presentaron prurito anal, y uno de ellos, además, fiebre, mientras que el niño parasitado por 

AII no mostraba síntomas.
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5.1. ANÁLISIS DE RUTINA CON MICROSCOPÍA ÓPTICA: PREVALENCIA 

PARASITARIA Y COINFECCIONES 

El espectro parasitario obtenido en nuestra población mediante microscopía óptica concuerda 

con el de otros estudios similares realizados en España, siendo Blastocystis sp. el protista 

intestinal más frecuentemente observado, seguido de Giardia intestinalis (González-Moreno et 

al., 2011; Bayo et al., 2022; Fernández et al., 2022; Matovelle et al., 2022). No obstante, al 

focalizar el análisis en la población pediátrica, específicamente en niños menores de 5 años, fue 

más común el hallazgo de G. intestinalis frente a Blastocystis sp., tanto en nuestra población 

como en la de otros estudios españoles (Muadica et al., 2020; Köster et al., 2021a; Hernández-

Castro et al., 2023b). 

Sin embargo, esta prevalencia podría variar si se modificasen las técnicas de diagnóstico, como 

queda plasmado en diferentes estudios donde al emplear técnicas de PCR se aumenta 

considerablemente la frecuencia de Dientamoeba fragilis, siendo, incluso, el parásito 

predominante (Bayo et al., 2022; Fernández et al., 2022).  

5.1.1. Blastocystis sp. 

En nuestro estudio se obtuvo un 6,4% de prevalencia para Blastocystis sp. En España, en otros 

trabajos llevados a cabo en una población similar (pacientes ambulatorios y/o hospitalarios) 

empleando la misma metodología (microscopía óptica), encontramos tasas de prevalencia 

equivalentes (Barcelona, 7,0%; Zaragoza, 5,0%; Lugo, 8,3%) (González-Moreno et al., 2011; 

Fernández et al., 2022; Matovelle et al., 2022). Sin embargo, estas frecuencias podrían verse 

incrementadas si se emplearan técnicas de biología molecular en el diagnóstico. Un ejemplo de 

ello es el estudio de Bayo y colaboradores en el que la prevalencia de Blastocystis sp. fue 

claramente superior al emplear PCR a tiempo real (qPCR) (28,1%) frente a microscopía (4,8%) 

(Bayo et al., 2022). Estos valores elevados obtenidos mediante qPCR también se observaron en 

otros estudios (Caudet et al., 2022b; Fernández et al., 2022). Otros trabajos en población infantil 

de Madrid muestran valores de 5,6-13,0% empleando PCR convencional dirigida frente a ssu 

ADNr (Muadica et al., 2020; Hernández-Castro et al., 2023b), y esta cifra asciende hasta un 

35,2% en familias de Álava con animales domésticos empleando en el diagnóstico esta misma 

técnica (Paulos et al., 2018).  

Centrándonos en Valencia, otros trabajos, aunque llevados a cabo en una población más 

acotada y específica, mostraron porcentajes de Blastocystis sp. semejantes al de nuestra 

población, empleando microscopía óptica en el diagnóstico. En un estudio en el que se 
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analizaron heces de pacientes con Trastornos Gastrointestinales Crónicos (TGC), se encontró 

una prevalencia de Blastocystis sp. de un 7,8% (Cifre, 2021) y en otro trabajo llevado a cabo con 

voluntarios internos del Centro Penitenciario de Picassent se reportó un porcentaje similar 

(7,0%) (Muñoz-Antoli et al., 2023).  

En general, la variabilidad observada en diferentes estudios llevados a cabo en España que 

emplean microscopía óptica (11,0% ± 5,6) (Talayero et al., 1998; González-Moreno et al., 2011; 

Soriano et al., 2011; Ocaña-Losada et al., 2018; Trelis et al., 2019; Cifre, 2021; Bayo et al., 2022; 

Fernández et al., 2022; Matovelle et al., 2022; Muñoz-Antoli et al., 2023) se debe principalmente 

a los estudios que incluyen pacientes de zonas endémicas (Talayero et al., 1998; Soriano et al., 

2011; Ocaña-Losada et al., 2018). En cambio, cuando se emplean técnicas de PCR, los valores 

ascienden hasta 14,7% ± 11,7 con PCR convencional frente a ssu ADNr (Paulos et al., 2018; 

Muadica et al., 2020; Cifre, 2021; Köster et al., 2021a; Hernández-Castro et al., 2023b) y 31,8% ± 

11,1 con qPCR (Bayo et al., 2022; Caudet et al., 2022b; Fernández et al., 2022), y la variabilidad 

deriva principalmente de los valores extremos observados en familias de Álava empleando PCR 

convencional (35,2%) (Paulos et al., 2018) y en pacientes con obesidad mórbida empleando 

qPCR (44,2%) (Caudet et al., 2022b). Si excluimos estos estudios, las cifras descienden en valor 

y variabilidad hasta un 8,2% ± 3,2 mediante microscopía, un 9,6% ± 3,0 mediante PCR 

convencional y un 25,5% ± 3,6 mediante qPCR. Esto indica que, a pesar de existir diferencias en 

las poblaciones estudiadas (como pacientes hospitalarios, pediátricos, con TGC, individuos 

asintomáticos, población penitenciaria, entre otros), los resultados de prevalencia son similares 

cuando se emplean las mismas técnicas diagnósticas, por lo que esta parasitosis parece ser 

común en distintos contextos y localizaciones de España.  

Queda reflejado un incremento significativo en las tasas de detección cuando se emplean 

técnicas de qPCR en lugar de los métodos convencionales de diagnóstico y de PCR 

convencional, lo que podría indicar que, en nuestra población, la presencia de Blastocystis sp. 

se encuentre subestimada debido a las limitaciones de la técnica de microscopía utilizada. 

5.1.2. Giardia intestinalis 

Se estima que la prevalencia de Giardia intestinalis en países industrializados oscila entre el 2-

7%, mientras que aumenta hasta un 20-30% en países en vías de desarrollo (Carmena et al., 

2012; Leung et al., 2019). En el presente estudio, mediante microscopía, se observó una 

prevalencia de 2,8%, cifra que está en consonancia con los datos reportados para países 

desarrollados.  
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En España, encontramos un estudio llevado a cabo en pacientes hospitalarios mediante análisis 

por microscopía (González-Moreno et al., 2011), que muestra una prevalencia de 3,9%, similar a 

la del presente proyecto; mientras que, cuando la población a estudio es pediátrica y se emplean 

técnicas de biología molecular en el diagnóstico, estos valores aumentan considerablemente 

(Muadica et al., 2020; Bayo et al., 2022), encontrando porcentajes de hasta un 31,6% en niños/as 

asintomáticos de guarderías de Madrid (Hernández-Castro et al., 2023b).  

Encontramos una elevada variabilidad en las tasas de prevalencia de G. intestinalis de distintos 

estudios de Valencia, incluso empleando las mismas técnicas diagnósticas. Mediante 

microscopía se detectó en un 4,4% de pacientes con TGC (Cifre, 2021) y en un 12,0% de los 

reclusos de la cárcel de Picassent (Muñoz-Antoli et al., 2023). Estos porcentajes son superiores 

al del presente estudio, lo que podría orientar a que las condiciones de convivencia en espacios 

cerrados puedan favorecer la adquisición de este parásito y que presentar alguna enfermedad 

digestiva crónica pueda ser causa o consecuencia de esta infección parasitaria. 

5.1.3. Reinfecciones, parasitación crónica y coinfecciones 

Durante los dos años de estudio, un 1,8% (n=128) de los 6987 pacientes tuvieron varios episodios 

clínicos en los que se observaron formas parasitarias en heces.  

Aunque las vías de transmisión son diferentes según el parásito responsable, existen factores de 

riesgo comunes que pueden conducir a sufrir de reinfecciones. En el caso de los protistas 

intestinales, la transmisión fecal-oral indirecta por consumo de agua o alimentos contaminados 

es una de las vías más importantes en la adquisición parasitaria (Wawrzyniak et al., 2013; 

Einarsson et al., 2016; Vivancos et al., 2018; Leung et al., 2019; Ryan et al., 2021). El aislamiento 

en España de diferentes protistas en agua de ríos, de riego e incluso aguas cloradas del grifo, 

muestra un potencial foco de infección (Carmena et al., 2007; Amorós et al., 2010; Castro-

Hermida et al., 2015; Ramo et al., 2017). En Valencia existen estudios que evalúan la presencia 

parasitaria en frutas y verduras distribuidas en la CCAA (Amorós et al., 2010; Trelis et al., 2022; 

Moreno-Mesonero et al., 2023), en aguas residuales utilizadas para riego de la ciudad (Moreno-

Mesonero et al., 2022) y en muestras obtenidas de la Estación de Tratamiento de Aguas para 

generar agua potable (ETAP) donde el abastecimiento es una mezcla del río Turia y el canal Júcar-

Turia (Moreno-Mesonero et al., 2024). En estos estudios se han encontrado Blastocystis sp. y 

Giardia intestinalis, además de otros parásitos, en diferentes muestras tanto de agua como de 

alimentos. 
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Además, el carácter zoonótico de la mayor parte de los parásitos observados puede contribuir a 

estas constantes reinfecciones. En España, se han detectado parásitos responsables de 

provocar patología en humanos tanto en animales domésticos, como en salvajes (Martínez-Díaz 

et al., 2011; Dado et al., 2012b; Reboredo-Fernández et al., 2015; Sanchez-Thevenet et al., 2019; 

Calero-Bernal et al., 2020; Köster et al., 2021b; Rego et al., 2023), así como en parques y zonas 

de juego infantiles donde conviven animales y humanos (Dado et al., 2012a; Lorenzo-Rebenaque 

et al., 2023). Los hábitos personales de los pacientes, tanto higiénicos en cuanto a consumo de 

agua no tratada y frutas y verduras sin lavar, como nadar en ríos y el contacto con animales, 

podrían estar estrechamente relacionados con la posibilidad de sufrir procesos de reinfección.  

Por otro lado, el aislamiento parasitario después de 6 meses podría significar la permanencia 

intestinal de forma crónica y no a nuevas infecciones. En 6 de los pacientes de nuestra población 

se repitió el aislamiento de Endolimax nana y Entamoeba coli; ambos se consideran 

comensales, por lo que no se les aplica tratamiento antiparasitario y podrían permanecer como 

parte de la microbiota intestinal (Poulsen & Stensvold, 2016; Haidar & De Jesus, 2023). En el caso 

de Blastocystis sp., con 12 pacientes en nuestra población con aislamientos repetidos (2,5%, 

12/470), su tratamiento no es necesario cuando estamos ante una infección autolimitada, con 

la remisión espontánea de los síntomas (Coyle et al., 2012; Sekar & Shanthi, 2013); por lo que, 

en algunos casos, su detección reiterada también podría ser consecuencia de que no se ha 

aplicado tratamiento, existiendo literatura que demuestra su capacidad de colonización durante 

largos periodos de tiempo, manteniéndose  como un componente estable de la microbiota 

intestinal (Scanlan et al., 2014; Andersen & Stensvold, 2016; Forsell et al., 2017; Hernández-

Castro et al., 2023b). 

Respecto a G. intestinalis, hay evidencia científica que demuestra la existencia de portadores 

crónicos durante meses o incluso años, con casos de giardiosis crónica sintomática y 

asintomática (Leung et al., 2019; Dunn & Juergens, 2024). En nuestro estudio se observó en 4 

pacientes (2,0%, 4/203) la persistencia intestinal de G. intestinalis después de 6 meses del 

primer aislamiento del parásito. Debido a que no se dispone del dato de tratamiento y 

erradicación en estos pacientes, no se puede concluir que se trate de casos de reinfección o de 

giardiosis crónica.  

En cuanto a las coinfecciones, un 13,5% de las muestras positivas presentaban más de un 

parásito intestinal. La principal coinfección fue de Blastocystis sp. con E. nana (51,3%), seguida 

de Blastocystis sp. y G. intestinalis (21,2%). En otros estudios llevados a cabo en España, las 

principales coinfecciones son de Blastocystis sp. con Dientamoeba fragilis (González-Moreno et 
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al., 2011; Fernández et al., 2022; Matovelle et al., 2022). El empleo de técnicas de biología 

molecular parece jugar un papel fundamental en la detección de D. fragilis (Fernández et al., 

2022), por lo que el estudio de nuestras muestras mediante PCR podría modificar los presentes 

resultados de coinfección en nuestra población.  

5.2. ANÁLISIS SOCIODEMOGRÁFICO  

5.2.1. Blastocystis sp. 

La mediana de edad de los pacientes con Blastocystis sp. fue de 36 años (RIQ: 44 años), siendo 

significativamente superior a la mediana de edad de los pacientes sin el protista (26 años, RIQ:43 

años). Además, la prevalencia en niños/as fue estadísticamente inferior a la de adultos y 

ancianos/as (4,9%, 7,1% y 8,5%, respectivamente), con un pico observado tras superar los 70 

años. Estos datos concuerdan con la evidencia científica existente hasta la fecha de que la 

presencia de Blastocystis sp. aumenta con la edad, siendo más común en adultos y ancianos/as 

con respecto a niños/as (Abdulsalam et al., 2013; Andersen & Stensvold, 2016; Delshad et al., 

2020; Kosik-Bogacka et al., 2021; Köster et al., 2021a; Viesy et al., 2022; Piperni et al., 2024). Es 

posible que la acumulación de factores de riesgo con el paso del tiempo, como el contacto con 

animales o los viajes, terminen por ir aumentando la probabilidad de adquirir este protista con 

los años, favoreciendo su establecimiento en el tracto intestinal donde puede permanecer 

durante periodos prolongados, lo que explicaría su mayor detección en personas de edad más 

avanzada (El Safadi et al., 2016; Lhotská et al., 2020). 

Por otro lado, la influencia del género no parece tener efecto sobre la colonización o infección 

por Blastocystis sp. (Cabrine-Santos et al., 2015; El Safadi et al., 2016; Delshad et al., 2020), 

como se observa en nuestros resultados. 

Tras dividir Valencia en las dos zonas de salud atendidas por el H.U.P. La Fe, zona norte de la 

ciudad y la Comarca de la Huerta Sur, encontramos un mayor número tanto de muestras como 

de positivos de Blastocystis sp. que proceden de la zona norte (7,0% de positivos frente a 5,0%). 

Este dato contrasta con lo esperado, debido a las características de la zona sur, que se localiza 

más próxima a áreas de cultivo y parques naturales (Parque Natural de La Albufera de Valencia) 

y, por tanto, proporciona un posible aumento en el contacto con vehículos de transmisión del 

protista, como el agua de riego, consumo de alimentos de huertas propias y los animales (Tan, 

2008; Stensvold et al., 2009c; Parkar et al., 2010; Wang et al., 2014b; Einarsson et al., 2016; 

Vivancos et al., 2018; Leung et al., 2019; Trelis et al., 2019; Ryan et al., 2021; Attah et al., 2022). 
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El número de muestras positivas de Blastocystis sp. sufrió un aumento paulatino desde el año 

2017 a 2019 pero sin asociación entre ninguna estación en concreto. En otros países de Europa, 

la prevalencia de Blastocystis sp. se ve incrementada en los meses más cálidos, durante el 

verano (El Safadi et al., 2016), posiblemente debido al exceso de humedad y la presencia de altas 

temperaturas que podrían ser factores de riesgo para la transmisión y adquisición del protista 

(Javanmard et al., 2018; Nemati et al., 2021b). En cualquier caso, estos datos deben analizarse 

con cautela, ya que las variaciones estacionales podrían estar influenciadas por factores 

asociados con el clima más allá de la estación en sí misma, como un incremento en los viajes, 

mayor consumo de verduras y frutas frescas o el baño en agua de ríos o lagos en los meses más 

cálidos (González-Moreno et al., 2011). Curiosamente, en nuestro estudio se observó una mayor 

tasa de positivos (7,5%) durante el invierno, a pesar de que, incluso, se recibieron más muestras 

en los meses de verano.  

5.2.2. Giardia intestinalis 

La media de edad de los pacientes con Giardia intestinalis fue de 13,8 ± 16,9 años (mediana de 

6 años, RIQ: 12 años), observándose una mayor prevalencia en niños/as en comparación con 

adultos y ancianos/as, así como una mayor frecuencia en adultos en relación con los 

ancianos/as. Estos resultados son consistentes con lo esperado, ya que Giardia es un parásito 

que comúnmente afecta a la población infantil (Arancón Viguera et al., 1990; García-Rodríguez 

et al., 1990), existiendo evidencia de su mayor prevalencia en niños/as menores de 5 años con 

respecto a edades más avanzadas (Sahagún et al., 2008; Goñi et al., 2010; De Lucio et al., 2015). 

De igual forma, en nuestra población la mayor frecuencia observada se dio en los niños/as con 

rango de edad entre 0-5 años (6,5%).  

Los hábitos de higiene inadecuados (lavado de manos insuficiente, manipulación de alimentos 

sin precauciones… etc.) y los entornos de riesgo elevado en los que conviven los niños/as 

(guarderías, jardines de infancia, parques… etc.), favorece el contacto con tierra, agua no tratada 

o superficies potencialmente contaminadas con quistes del parásito, lo que los hace más 

susceptibles a padecer de infecciones o colonizaciones por Giardia.  

En cuanto al sexo, un mayor porcentaje de hombres (3,3%, 112/3379) presentaron G. intestinalis 

frente a las mujeres (2,3%, 91/3982). En concordancia con nuestros datos, en los informes 

epidemiológicos sobre la situación de la giardiosis en España a partir de los reportes de la Red 

Nacional de Vigilancia Epidemiológica (RENAVE), desde 2017 a 2022, se detectó un mayor 

porcentaje de Giardia en hombres que en mujeres, a razón hombre/mujer de entre 1,2 y 1,5, 
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según el año (CNE-ISCIII, 2023). De igual forma, en el reporte epidemiológico de diferentes 

países de la Unión Europea, con datos del año 2022, emitido por el Centro Europeo para la 

Prevención y el Control de Enfermedades (European Centre for Disease Prevention and Control 

(ECDC)), también se observó esta predominancia de hombres frente a mujeres (ratio 1,3:1) 

(ECDC, 2024). 

Sin embargo, si analizamos nuestros datos por los grupos de edad propuestos, los dos rangos 

con mayor prevalencia de Giardia fueron entre los 0-5 años (6,5%) en niños/as y entre los 26-30 

años (2,5%) en adultos, encontrándose más varones en el grupo de los niños/as (58,2%, 57/98) y 

más mujeres en el grupo de los adultos (87,5%, 7/8). Existen artículos que relacionan una mayor 

prevalencia de Giardia en mujeres adultas debido al cuidado de menores (Hoque et al., 2001; 

Feng & Xiao, 2011). Si ampliamos el rango de estudio en nuestros datos considerando adultos 

jóvenes de entre 26 y 45 años, margen en el que las personas tienen más contacto con niños/as 

por cuidado de hijos/as, familiares o en contextos de trabajo (como guarderías, colegios, etc.), 

volvemos a observar un mayor número de mujeres que de hombres infectadas por G. intestinalis 

(58,6% (17/29) de mujeres) mientras que los rangos de edad inferior o superior a estos años 

propuestos (menores de 25 años y mayores de 46 años) tuvieron una mayor proporción de 

hombres en ambos casos (57,0% [90/158] en menores de 25 años y 62,5% [10/16] en mayores 

de 46 años). 

En cuanto a la evolución temporal del parásito, en los informes de RENAVE y de la ECDC se 

observó un repunte de casos en 2022 con respecto a años anteriores, además de darse más 

casos durante el verano y en el inicio del otoño (CNE-ISCIII, 2023; ECDC, 2024). En diferentes 

estudios de prevalencia de G. intestinalis en España, también demuestran esta asociación del 

parásito a los meses más cálidos y a comienzos del último trimestre del año (Carmena et al., 

2012). En nuestra población, se mantuvieron tasas de prevalencia constantes durante los años 

2017-2019, observándose una prevalencia ligeramente superior en verano y otoño (3,2% en 

ambos casos [66/2080 para verano y 55/1741 para otoño], frente al 2,0% [40/1953] de primavera 

y el 2,6% [42/1587] de invierno), aunque sin diferencias estadísticamente significativas entre 

estaciones. Al igual que ocurre con Blastocystis sp. y otros protistas intestinales, su adquisición 

en los meses estivales suele ir ligado al uso de piscinas y otras aguas recreativas y el aumento 

de viajes a zonas endémicas durante el periodo vacacional (González-Moreno et al., 2011). 
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Por último, la proporción de muestras positivas para G. intestinalis fue prácticamente igual en las 

zonas norte y sur de Valencia, registrándose un 2,7% (121/4510) en el norte y un 3,2% (53/1642) 

en el sur, siendo esta tendencia similar en todos los Centros de Salud. Esta proporción 

comparable nos podría indicar que los factores ambientales y socioeconómicos asociados a las 

infecciones parasitarias (como el consumo de agua tratada, prácticas de higiene, o hábitos 

alimenticios) son similares en ambas zonas, sin que exista una influencia de la proximidad de la 

huerta o parques naturales en la transmisión o adquisición del parásito.  

5.3. ANÁLISIS MOLECULAR 

5.3.2. Blastocystis sp. 

5.3.2.1. Identificación y caracterización molecular: variabilidad genética 

A pesar de que, en términos generales, las técnicas de biología molecular proporcionan una 

mayor tasa de positivos con respecto a la microscopía (Fernández et al., 2022), en el presente 

trabajo, de las muestras positivas por microscopía, tras realizar PCR convencional frente a ssu 

ADNr de Blastocystis sp., se obtuvo un 31,9% (106/332) de resultados negativos. Algunos autores 

ya han reportado un resultado similar entre el empleo de microscopía óptica y este tipo de PCR 

convencional en la detección de Blastocystis sp. (Cifre, 2021), mientras que en los estudios en 

la población española analizados con anterioridad, se muestran tasas parecidas entre ambas 

técnicas (11,0% ± 5,6 mediante microscopía y 14,7% ± 11,7 mediante PCR convencional), 

mientras que los resultados por qPCR sí marcan una gran diferencia (31,8% ± 11,1). Es 

importante tener en cuenta la concentración de Blastocystis sp. en heces, que puede 

desempeñar un papel crucial en su detección por este tipo de PCR convencional (Azcona-

Gutiérrez et al., 2017). Debido a que este dato no se ha recopilado en el presente estudio, es 

posible que se haya observado mediante microscopía un escaso número de células en heces en 

aquellas muestras negativas por PCR convencional, y, por otro lado, también se podrían haber 

reportado falsos positivos de Blastocystis sp. por microscopía debido a la gran diversidad de 

formas pleomórficas que presenta este protista, en ocasiones difíciles de identificar. 

Posteriormente, de entre los positivos por PCR (n=203) se consiguió la caracterización molecular 

en un 88,7% (n=180) de las muestras. Este podría considerarse un porcentaje de éxito bastante 

aceptable, similar al obtenido por otros grupos de trabajo que emplean las mismas técnicas de 

análisis (Paulos et al., 2018; Muadica et al., 2020).  
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En nuestro estudio, el subtipo mayoritariamente encontrado fue ST1 (34,2%, n=52), seguido de 

ST2 y ST4 (ambos 18,4%, n=28). Curiosamente, el subtipo ST3, que es el predominante a nivel 

mundial (Alfellani et al., 2013c; Zhang et al., 2020b), únicamente se identificó en el 16,4% (n=25) 

de nuestras muestras, apoyando otros análisis moleculares realizados en Valencia donde o no 

fue detectado o presentó una prevalencia inferior a ST2 (Domínguez-Márquez et al., 2009; Cifre, 

2021). Aunque en algunas regiones de España, ST3 predomina sobre el resto de subtipos 

(Matovelle et al., 2024; Seijas-Pereda et al., 2024), en términos generales, ST2 y ST4 son los 

subtipos más frecuentes en nuestro país (33,6% ± 17,5 y 30,0% ± 27,0, respectivamente). Estos 

datos concuerdan con lo observado en nuestra población, sin embargo, llama la atención la 

elevada prevalencia de ST1 (34,2%), que contrasta con los valores promedios observados en 

otros estudios españoles los cuales muestran prevalencias de 12,1% ± 9,0 (Domínguez-Márquez 

et al., 2009; Paulos et al., 2018; Muadica et al., 2020; Cifre, 2021; Hernández-Castro et al., 2023b; 

Matovelle et al., 2024, Seijas-Pereda et al., 2024). 

La considerable prevalencia de ST4 (18,4%) apoya el vínculo de este subtipo a la población 

europea (Domínguez-Márquez et al., 2009; Stensvold et al., 2011; Bart et al., 2013, El Safadi et 

al., 2016; Seyer et al., 2017; Piubelli et al., 2019; Gabrielli et al., 2020; Rudzińska et al., 2023; 

Matovelle et al., 2024), con escasa prevalencia en el resto del mundo (Alfellani et al., 2013c; 

Zhang et al., 2020b).  

El quinto subtipo detectado fue ST6, con una prevalencia bastante elevada (10,5%, n=16) en 

comparación con otros reportes europeos que informan tasas de ≈ 3% (Menounos et al., 2008; 

Rene et al., 2009; Poirier et al., 2011; Bart et al., 2013; El Safadi et al., 2016; Seyer et al., 2017; 

Rudzińska et al., 2019; Rudzińska et al., 2023). Los valores observados en nuestra población se 

equiparan más a los reportados en países asiáticos, donde el subtipo ST6 es más prevalente 

(Nemati et al., 2021b). En España, existe escasa literatura al respecto, con un estudio de 

pacientes atendidos en un hospital de Madrid entre 2020 y 2022 (Seijas-Pereda et al., 2024), 

donde se observó un 5,5% (12/219) de ST6 y un trabajo Doctoral donde se analizaron pacientes 

con TGC en Valencia durante los años 2016 y 2019, detectándose una prevalencia de 8,7% (2/23) 

para este subtipo, un porcentaje que se asemeja más al obtenido en nuestro estudio y que 

sugiere una posible asociación de ST6 a la ciudad de Valencia.  

Los restantes subtipos detectados en este estudio fueron ST7 y ST8, los cuales se aíslan de forma 

esporádica en humanos a nivel mundial (Alfellani et al., 2013c; Zhang et al., 2020b) y es lo que 

observamos en nuestra población, con prevalencias de 1,3% (n=2) para ST7 y 0,7% (n=1) para 

ST8.  
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Dado que ST6, ST7 y ST8 tienen un marcado carácter zoonótico, principalmente relacionados los 

dos primeros con aves (Greige et al., 2018; Skotarczak, 2018; Maloney et al., 2020a) y el último, 

con primates no humanos (Alfellani et al., 2013a; Cian et al., 2017; Skotarczak, 2018; Maloney et 

al., 2020a), es relevante evaluar el contacto con animales como posible vía de transmisión de 

estos subtipos. Encontramos un estudio español que vincula la adquisición de ST6 y ST7 con el 

contacto de los sujetos con pájaros (Seijas-Pereda et al., 2024); en cambio, en otro trabajo de 

Valencia, los pacientes con ST6 no relataban contacto habitual con aves (Cifre, 2021). Por otro 

lado, existen evidencias científicas de transmisión de ST8 entre primates no humanos y sus 

cuidadores en zoos de Reino Unido (Stensvold et al., 2009c), teniendo constancia de la presencia 

de ST8 en primates de zoos españoles (Köster et al., 2021b; Köster et al., 2022), se afirma la 

circulación de este subtipo en nuestro país; sin embargo, uno de los dos aislamientos previos de 

ST8 en España en humanos no se asoció a ningún factor de riesgo relacionado con animales y el 

otro, aunque existía sospecha de zoonosis, no se conocía con precisión el foco de contagio 

(Muadica et al., 2020; Köster et al., 2021a). La ausencia de interacción con animales en humanos 

con subtipos zoonóticos muestra la necesidad de encontrar otras vías de transmisión del 

protista, como el consumo de agua no tratada. En Valencia se ha comprobado la existencia de 

ST8 y ST6 en aguas residuales empleadas para riego y de ST6 en aguas de una ETAP (Moreno-

Mesonero et al., 2022; Moreno-Mesonero et al., 2024). Sería útil ampliar el estudio en futuros 

trabajos en Valencia para recabar información sobre el contacto con animales y los hábitos de 

los pacientes con Blastocystis sp. para estudiar sus posibles vías de transmisión. 

En cuanto a la variación de los subtipos, el alelo 34 de ST3 y alelo 4 de ST1, son los predominantes 

a nivel mundial (Ramírez et al., 2016; Sánchez et al., 2017; Seguí et al., 2018; Jiménez et al., 2022; 

Soleimani Jevinani et al., 2023; Adao & Rivera, 2024; Boutahar et al., 2024; Kwon et al., 2024; 

Tileklioğlu & Ertabaklar, 2024). En concordancia con estos resultados, en nuestras muestras 

todos los ST1 se correspondieron con el alelo 4 y en ST3 el alelo 34 fue el predominante (76,0%, 

19/25). 

La escasa variabilidad alélica documentada en ST1, también la encontramos en ST4, donde, con 

excepción de un caso, todos los aislados fueron alelo 42. En España, para estos subtipos ST1 y 

ST4, encontramos la misma estabilidad genética que en el presente estudio, siendo ST1-alelo 4 

el predominante y ST4-alelo 42 el único observado en humanos (Paulos et al., 2018; Muadica et 

al., 2020; Cifre, 2021; Hernández-Castro et al., 2023b; Matovelle et al., 2024). En este trabajo de 

doctorado se presenta el primer reporte en España de ST4 alelo 92 en humanos, que, hasta la 

fecha, en nuestro país únicamente se había evidenciado en ratas (Köster et al., 2021b). En otros 
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países como Irán, China o Italia también se ha detectado este alelo en roedores 

(Mohammadpour et al., 2020; Marchiori et al., 2024; Shan et al., 2024), mientras que la literatura 

que evidencia su presencia en humanos es bastante escasa (Marangi et al., 2023). 

La conservación genética actual de ST4 se debe al reciente salto interespecie desde su 

reservorio animal (roedores) al ser humano en Europa (Stensvold et al., 2012b).  La aparición de 

ST4 en humanos se dio en etapas posteriores a otros subtipos, por lo que mientras que el resto 

presentan una distribución mundial y han evolucionado presentando divergencia genética, la 

estabilidad en el genoma de ST4 todavía se mantiene, junto con su acotamiento geográfico 

(Stensvold et al., 2012b; Ramírez et al., 2014).  

Por otro lado, en nuestros resultados encontramos una alta variabilidad alélica en los subtipos 

ST2, ST3 y ST6. Esta heterogeneidad en los alelos detectados de ST2 se comparte con otros 

estudios del territorio español (Paulos et al., 2018; Muadica et al., 2020; Cifre, 2021), siendo los 

alelos 9, 11 y 12 los mayoritariamente encontrados en nuestro país. De forma similar, en nuestra 

población predomina el alelo 12 (42,9%, 12/28) seguido del alelo 11 (35,7%, 10/28). 

Con respecto a ST3, en los datos españoles existen discrepancias en la predominancia de sus 

alelos, con estudios donde se observa una alta variabilidad alélica intrasubtipo (Muadica et al., 

2020), como el presente trabajo, y otros con la única existencia o clara dominancia del alelo 34 

(Paulos et al., 2018; Cifre, 2021; Matovelle et al., 2024). Estas discordancias se evalúan con más 

detalle en el apartado de movimiento migratorio y movilidad internacional del presente informe. 

Por último, en nuestros datos, la mayor diversificación de alelos se encontró en ST6, 

detectándose 4 alelos diferentes (122, 123, 134 y 154), además de varias coinfecciones de dos 

alelos por muestra y la presencia de un alelo indeterminado que no coincide con ninguno 

reconocido hasta la fecha. A pesar de que el alelo 122 parece ser el más extendido a nivel 

mundial, habiéndose documentado en diversas regiones del mundo, incluyendo Europa, Asia, 

América Latina y África (Arisue et al., 2003; Sánchez et al., 2017; Rezaei Riabi et al., 2018; Seguí 

et al., 2018; Jiménez et al., 2019; Gabrielli et al., 2021; Franklin et al., 2022; Munsaka et al., 2022; 

Adao & Rivera, 2024), en nuestra población, los alelos mayoritariamente aislados fueron el 154 y 

123, ambos en un 43,7% (7/16) de las muestras. En nuestro país, solo disponemos de 2 artículos 

previos que identifican los alelos de ST6, con un escaso número de muestras (n=3), 

correspondiéndose con los alelos 122 y 123, aislados y en combinación 122+123 (Cifre, 2021; 

Salvador et al., 2021).  
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Estos hallazgos, junto con la presencia significativa de ST6 en nuestra población, podrían sugerir 

la existencia de factores ambientales locales que faciliten la transmisión de este subtipo y sus 

diferentes variantes alélicas. En este contexto, la detección de ST6 en aguas residuales de la 

ciudad apoyaría esta teoría (Moreno-Mesonero et al., 2022). Aunque el contacto con aves es un 

potencial foco de infección para ST6, aún existen factores de transmisión no comprendidos 

completamente, como podrían ser el contacto con el medio ambiente o con otras especies 

animales, que podrían estar contribuyendo a la propagación de este subtipo en nuestro medio. 

Además, que exista esta mayor diversidad de hospedadores y fuentes de contagio podría explicar 

la coexistencia de las diversas variantes alélicas observadas. Otro de los motivos que podría 

generar esta heterogeneidad, es que Valencia es una ciudad con un alto grado de movilidad 

internacional, lo cual podría haber facilitado la introducción de distintos alelos de Blastocystis 

sp. procedentes de regiones donde ST6 es más prevalente, como Asia (Nemati et al., 2021b), y 

su posterior mantenimiento y propagación en la población local por motivos todavía 

desconocidos. Debido a estos resultados, se subraya la necesidad de ampliar estudios para 

comprender mejor la distribución, variabilidad genética y posibles fuentes de transmisión de los 

subtipos, en especial ST6, en nuestra población. 

5.3.2.1.1. Análisis filogenético 

El árbol filogenético construido agrupa correctamente a los aislados que pertenecen a un mismo 

subtipo, afirmando el estado monofilético independiente de cada uno de ellos. Además, se 

evidencian dos clados bien diferenciados, uno formado por los subtipos ST1, 2 y 5, con la 

relación más cercana entre ST1 y ST2, y un segundo clado que consta de ST3, ST4 y ST8, lo que 

demuestra una relación filogenética más estrecha entre estos subtipos (Lepczyńska et al., 2017). 

Cabe destacar que ST6-Alelo indeterminado difiere del resto de secuencias de ST6 en ≈ 2% de 

identidad, hecho que queda reflejado en el estudio evolutivo del subtipo donde este alelo 

indeterminado se mantiene fuera del grupo formado por el resto de ST6. Sería interesante llevar 

a cabo la secuenciación del gen ssu ADNr completo, con el fin de establecer una correcta 

caracterización y clasificación de este aislado, que podría representar incluso un nuevo subtipo. 

5.3.2.2. Estudio sociodemográfico según subtipado 

5.3.2.2.1. Edad y sexo 

En nuestra población, los subtipos ST4 y ST6 presentan una mediana de edad 

considerablemente superior al resto de subtipos, con valores de 60 años (RIQ: 24 años) para ST4 
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y 64,5 años (RIQ: 21 años) para ST6. En el lado opuesto, encontramos ST3, con una mediana de 

edad de 35 años (RIQ: 36 años) y sin incluir a ningún anciano (>65 años). En los pacientes con 

ST1, ST2 y ST3 hubo más niños/as que en los pacientes con ST4 y, en el otro extremo, en pacientes 

con ST6 y ST4 encontramos más ancianos/as que en pacientes con ST1 y ST2. Aunque totalmente 

anecdótico por el escaso número de muestras, también es interesante que los dos pacientes 

con ST7 se trataron de ancianos/as, con edades de 71 y 74 años. 

En el estudio llevado a cabo por Seijas-Pereda y colaboradores, en Madrid (España), se 

observaron datos similares, con una edad media menor en los pacientes con ST1 y ST2 (29 y 28 

años, respectivamente) con respecto a ST4 y ST6/ST7 (48 y 51 años, respectivamente), siendo los 

niños/as con menor edad los que más frecuentemente presentan ST1 y ST2 (10 y 9 años, 

respectivamente) (Seijas-Pereda et al., 2024). Pese a que en otros trabajos se observó también 

esta diferencia de edad entre subtipos, con pacientes de edad más avanzada con ST4 y ST7 

(Stensvold et al., 2009a; Cifre, 2021) o relacionando ST2 con niños/as (Matovelle et al., 2024), 

siendo este subtipo el predominante en varios estudios de población infantil (Muadica et al., 

2020; Hernández-Castro et al., 2023b), también encontramos resultados totalmente opuestos, 

como un estudio donde el aislamiento de ST4 se dio mayoritariamente en pacientes con menos 

de 16 años (Matovelle et al., 2024) o, incluso, otros trabajos que exponen la inexistencia de 

asociación entre la edad y la presencia de un subtipo u otro (Piubelli et al., 2019). 

En cuanto al género, se observaron porcentajes más elevados de ST4 y ST6 en mujeres (71,4%, 

20/28 y 62,5%, 10/16, respectivamente), y de ST1 y ST3 en hombres (67,3%, 35/52 y 64,0%, 16/25, 

respectivamente), con diferencias estadísticamente significativas para ST1 y ST4. Curiosamente, 

esta diferenciación basada en el sexo de los pacientes también se observó en otros estudios, 

que determinaron un mayor porcentaje de ST4 y ST6 en mujeres y de ST1 y ST3 en hombres 

(Forsell et al., 2012; Cifre, 2021; Seijas-Pereda et al., 2024).  

Sería interesante en futuros proyectos profundizar en las diferencias debido al sexo y la edad, 

estudiando los diferentes factores de riesgo diferenciales, como variaciones en las condiciones 

ambientales u ocupacionales asociadas, factores hormonales o microbiota, además del posible 

mecanismo de transmisión de cada subtipo para entender por qué existe una mayor frecuencia 

de unos subtipos sobre otros según el hospedador tenga una edad u otra o sea hombre o mujer.  

5.3.2.2.2. Movimiento migratorio y movilidad internacional 

La elevada prevalencia obtenida de ST1 (34,2%, n=52), muy dispar con el resto de estudios 

españoles (12,1% ± 9,0) (Domínguez-Márquez et al., 2009; Paulos et al., 2018; Cifre, 2021; Köster 

https://www.mdpi.com/2673-6772/1/2/10
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et al., 2021a; Muadica et al., 2020; Hernández-Castro et al., 2023b; Matovelle et al., 2024; Seijas-

Pereda et al., 2024), podría sugerir que este subtipo proceda de pacientes de otros países donde 

ST1 sea más común, sin embargo, no se observó relación estadística con viajes o nacionalidad 

de los pacientes (un 19,2% [10/50] de los pacientes con ST1 había viajado fuera de España y un 

21,1% [11/52] de pacientes con ST1 eran extranjeros). La estabilidad genética observada en este 

subtipo, donde todos los ST1 analizados se correspondieron con el alelo 4, tanto en pacientes 

locales como en individuos procedentes de África, Asia y América, refleja su amplia distribución 

geográfica y su conservación genética, siendo este alelo el predominantemente informado en la 

mayor parte de regiones del mundo (Ramírez et al., 2016; Sánchez et al., 2017; Seguí et al., 2018; 

Jiménez et al., 2022; Soleimani Jevinani et al., 2023; Adao & Rivera, 2024; Boutahar et al., 2024; 

Kwon et al., 2024; Tileklioğlu & Ertabaklar, 2024,).  

Por otro lado, se observó una relación estadística entre la nacionalidad de los pacientes y los 

subtipos ST3 y ST4. La variable nacionalidad por sí sola no es un determinante directo para la 

colonización o infección por un subtipo de Blastocystis sp. o genotipo de Giardia intestinalis 

específico. Sin embargo, sí podría acarrear consigo factores de riesgo que favorecen esta 

transmisión, como el contacto estrecho con familiares que viven en zonas endémicas o los viajes 

a estas regiones, donde, por el hecho de ser países natales, el viajero no se comporta como un 

turista, adoptando menos precauciones (como consumir agua no embotellada o residir en 

alojamientos locales) que aumentan la probabilidad de adquirir estos enteroparásitos. Aunque 

un viaje reciente, y más si va acompañado con la remisión de una muestra de heces y 

sintomatología, es claramente un factor de riesgo relevante para poder establecer asociaciones 

con la adquisición del parásito durante este viaje, la capacidad de que los dos protistas 

analizados en el presente estudio puedan permanecer durante largos periodos en el tracto 

gastrointestinal hace plausible su adquisición en viajes realizados meses o incluso años previos 

a este diagnóstico. Como con los datos que disponemos es imposible asegurar cuándo y dónde 

se ha contraído el protista, se aporta la información de la nacionalidad como posible factor a 

tener en cuenta. 

En el caso de ST3, existía una elevada proporción en pacientes extranjeros (37,5%, 12/32). Si 

analizamos más en detalle la diversidad alélica de este subtipo en la literatura, los alelos 34, 36 

y 37 se encuentran ampliamente distribuidos, con casos caracterizados en todos los 

continentes, sin embargo, existen alelos que, hasta la fecha, se encuentran conservados por 

localización, como el 23 y 56 que se han restringido a Asia, los tres alelos 52, 101 y 136 que se 

han reportado exclusivamente en África y hasta 11 alelos únicos de Europa, 44-47, 49-51, 53, 54, 

https://www.mdpi.com/2673-6772/1/2/10
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127 y 128 (Nemati et al., 2021a). Hay que tener en cuenta que la mayor parte de los estudios 

epidemiológicos publicados reportan caracterización molecular a nivel de subtipo, no de alelo, 

por lo que es complicado establecer una representatividad poblacional alélica. 

En nuestra población, todos los pacientes españoles presentaron el alelo 34, uno de ellos con 

coinfección de 34 y 36. Los restantes alelos de ST3 caracterizados (36, 37 y 37+136) se 

correspondieron con pacientes de diversas nacionalidades de América (Alelo 36, Bolivia y Alelo 

37, República Dominicana) y África (Alelo 36, Congo y Alelo 37+136, Senegal). Curiosamente, el 

único alelo 136 aislado pertenecía a un paciente de origen senegalés, lo que concuerda con el 

posible carácter endémico de este alelo en la población africana (Nemati et al., 2021a).  

Esta diferenciación alélica por nacionalidades, junto con la baja prevalencia global de ST3 en 

nuestra población (16,4%, n=25) con respecto a la proporción observada en el resto del mundo, 

sugiere la posible importación de este subtipo a nuestro Área de Salud debido a la migración. 

Además, la variabilidad en los estudios actuales españoles donde en unos trabajos se observa 

una predominancia clara o única existencia de ST3-Alelo 34 y otros con una elevada 

heterogeneidad de alelos, podría deberse a la nacionalidad de la población a estudio y la mayor 

o menor afluencia de extranjeros en cada zona. Estas conclusiones concuerdan con los datos 

mostrados en un trabajo de Zaragoza donde se obtuvieron los alelos 34 y 36 de ST3, relacionando 

este último alelo a pacientes extranjeros, ya que un 66,7% (2/3) de estos pacientes con ST3 alelo 

36 habían nacido fuera de España (América y África) (Matovelle et al., 2024). De forma similar, en 

otro estudio de Madrid donde se caracterizó Blastocystis sp., también se observó un mayor 

porcentaje de pacientes extranjeros con ST3 con respecto a los españoles (p=0,002) (Seijas-

Pereda et al., 2024). Es importante señalar que estas interpretaciones están basadas en tamaños 

muestrales muy reducidos, necesitando de estudios con una mayor representatividad para 

poder confirmar asociaciones. 

En contraposición, en nuestra población encontramos una mayor frecuencia de pacientes 

nacidos en España con ST4 (22,7%, 27/119), con respecto a los nacidos en otros países (3,1%, 

1/32). Debido a que ninguno de nuestros pacientes extranjeros procedía de otros países de 

Europa, estos resultados sostienen el arraigo de ST4 a este continente. A destacar el único 

paciente no europeo con ST4 que, además, se correspondía con el único alelo 92, discrepante 

del resto de ST4 que se identificaron como alelo 42. En un estudio italiano se relacionó ST4-Alelo 

92 con pacientes africanos, encontrando que el 66,7% (4/6) de los pacientes con este alelo 

procedían de diferentes países de África (Marangi et al., 2023), resultado que concuerda con 

nuestros datos, siendo nuestro paciente un varón de Guinea Ecuatorial. Esta observación, si bien 
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aislada y no concluyente, plantea interrogantes sobre un posible vínculo geográfico de este alelo, 

que requiere un análisis más profundo y con un mayor tamaño muestral. 

En el caso de los subtipos ST2 y ST6, la alta variabilidad alélica encontrada en nuestra población 

podría achacarse a la movilidad humana y el intercambio de personas que viajan o emigran entre 

distintas regiones del mundo, lo que favorecería la circulación de diferentes variantes genéticas 

de estos subtipos, generando una mezcla de alelos locales y foráneos. Sin embargo, no 

conseguimos establecer una relación estadística entre los subtipos ST6 y ST2 y la nacionalidad 

o movilidad internacional de nuestros pacientes, un 81,2% (13/16) con ST6 y un 78,6% (22/28) 

con ST2 habían nacido en España y un 93,7% (15/16) con ST6 y un 89,3% (25/28) con ST2 no 

relataba viajes al extranjero. Estos resultados no invalidarían la teoría expuesta en apartados 

anteriores sobre la posible introducción de diferentes alelos debido a una población inicial 

diversa procedente de distintas partes del mundo, con una posterior perpetuación y 

diseminación en Valencia de ST6 y ST2 junto con sus variantes alélicas, por motivos todavía 

desconocidos. Aunque su aparición también podría deberse a otros factores, como distintos 

reservorios animales y medio ambiente, así como distintos focos de transmisión anteriormente 

descritos. 

Cabe destacar que la hipervariabilidad alélica encontrada en ST2 ya ha sido reportada en otros 

estudios españoles donde, además, este subtipo era el predominante (Paulos et al., 2018; 

Muadica et al., 2020), lo que demuestra que existe una heterogeneidad elevada de ST2 en 

nuestro país. En nuestra población encontramos una distribución cosmopolita de los alelos de 

este subtipo; mientras que todos los pacientes con alelo 9 y 11 fueron españoles (39,3%, 11/28), 

el alelo 12 se aisló en pacientes de diversas nacionalidades, un 75,0% (9/12) habían nacido en 

España y los tres restantes en Ecuador, Marruecos y Colombia. En cuanto a las coinfecciones, el 

único paciente con 12+68 era español y el 100% los pacientes con los alelos 11+12 (n=4) eran o 

habían viajado fuera de España (Nicaragua, México, Marruecos y Cuba).  

En cuanto a ST6, el único paciente que refería un viaje reciente al extranjero, específicamente a 

Tailandia, presentó el ST6-Alelo indeterminado. En Tailandia, el subtipo ST1 es el predominante 

(Nemati et al., 2021b), sin embargo, también se ha aislado ST6, tanto en humanos, como 

animales y en el medio ambiente (Sanpool et al., 2015; Palasuwan et al., 2016; Jinatham et al., 

2021), incluso posicionándose en algunas poblaciones como el segundo subtipo mayoritario 

(Thathaisong et al., 2013), por lo que la adquisición del protista durante el viaje podría ser 

plausible. No obstante, no puede descartarse que la infección se haya adquirido en nuestro 

entorno, donde, como se evidencia en el presente estudio, también hay una alta prevalencia. 
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Por otro lado, es importante reseñar que el 100% (n=4) de los pacientes con ST6-Alelo 134 fueron 

españoles, así como el 87,7% (6/7) de los pacientes con ST6-Alelo 154 solo o en coinfección con 

otros alelos (el restante pertenecía a un paciente colombiano sin reportes de viajes recientes y 

se mostró en coinfección con el alelo 122). Debido a la reciente inclusión del alelo 154 en la base 

de datos PUBMLST Blastocystis, su prevalencia a nivel global podría estar infradiagnosticada, 

pudiéndose haber reportado en estudios previos como otros alelos con mutaciones puntuales. 

En la base de datos NCBI GenBank, encontramos hasta 4 secuencias con 100% de identidad con 

ST6-Alelo 154 del presente estudio, pertenecientes a individuos de Polonia, Irán y República 

Checa (Id. GenBank: KU684643, MN014065 y MT039591) y a faisanes de Italia (Id. GenBank: 

MZ242081) (Kaczmarek et al., 2017; Sharifi et al., 2020). En el caso del alelo 134, existen reportes 

de su aislamiento en humanos principalmente en América Latina (Sánchez et al., 2017; Seguí et 

al., 2018; Jiménez et al., 2019; Maloney et al., 2021a), sin embargo, nuestros pacientes con este 

alelo fueron todos españoles, lo que podría sugerir la posible introducción y posterior 

permanencia de este alelo en nuestra población. 

Por último, los aislamientos caracterizados como ST7 y ST8 procedían de pacientes nacidos en 

España que no habían realizado viajes fuera del país en un período reciente. No disponemos de 

datos previos en humanos sobre alelos de ST7 en España, aunque el alelo 99 ha sido identificado 

en diversos países como Irán, Brasil y Singapur (Melo et al., 2020; Deng et al., 2021; Mohammad 

Rahimi et al., 2022b), el alelo 104 se ha encontrado en Francia (Pennell & Kurtz, 1989) y el alelo 

137 en diferentes países asiáticos (Souppart et al., 2009; Deng et al., 2021). En cuanto al subtipo 

ST8-Alelo 21, ha sido previamente detectado en una niña y en primates no humanos en un 

zoológico en España (Muadica et al., 2020; Köster et al., 2021b), así como en varios países, 

incluidos Brasil, Corea, Italia, Reino Unido y Estados Unidos (Scicluna et al., 2006; Whipps et al., 

2010; Meloni et al., 2011; Seguí et al., 2018; Muadica et al., 2020; Kwon et al., 2024). Nuestros 

datos demuestran que diferentes alelos de ST7, así como el alelo 21 de ST8, aunque 

principalmente identificados en otras regiones del mundo, también están presentes en nuestro 

país, lo que indica una circulación local de estos subtipos y sus variantes. La importancia de que 

los pacientes no hayan viajado fuera del país refuerza la hipótesis de que estos alelos están 

siendo transmitidos dentro de España, tanto en humanos como en animales, lo que recalca la 

relevancia del monitoreo local para comprender su distribución y propagación. 

Es importante tener en cuenta que, debido a los escasos estudios con análisis de la diversidad 

alélica a nivel mundial y la presencia de personas asintomáticas que portan este protista, es muy 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KU684643.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=TKYFJVTA016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN014065.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=60&RID=TKY10U75013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MT039591.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=TKYFJVTA016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MZ242081.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=47&RID=TKY10U75013
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probable que exista circulando en la población humana una variedad de subtipos y alelos 

superior a la que hoy en día está documentada.  

5.3.2.2.3. Distribución geográfica 

Tanto en la zona norte como en la zona sur de Valencia se mantuvo el ST1 como predominante. 

A pesar de que no se evidenció asociación de ST4 a ninguna de ambas zonas, se dio un 

porcentaje mayor de ST4 en el norte frente al sur (22,3% y 13,2%, respectivamente) con un 83,3% 

(5/6) de Centros de Salud del norte en los que se aísla ST4, frente al 60,0% (3/5) del sur; habiendo 

incluso dos Centros de Salud del norte (CAP de Trinitat y CAP de Benicalap) donde la proporción 

de ST4 fue superior a la de ST1. Existen estudios realizados en ratas de la ciudad de Valencia 

(incluyendo la zona norte pero no la sur) que evidencian la presencia de Blastocystis sp. en estos 

roedores, lo que podría suponer un posible reservorio de este subtipo en zonas urbanas (Galán-

Puchades et al., 2023). Sin embargo, cabe destacar que las infecciones derivadas de los 4 

subtipos predominantes en nuestra población (ST1-ST4), suelen deberse a transmisión 

interhumana, sin que intervenga un foco zoonótico, por lo que esto podría explicar los datos 

obtenidos similares entre el norte y el sur de Valencia, sin que la zona de la Huerta y parques 

naturales influya de forma significativa en la prevalencia de cada subtipo (Ghafari-Cherati et al., 

2024; Piperni et al., 2024). 

Por otro lado, en cuanto a los subtipos con mayor carácter zoonótico, el ST6 se observó en mayor 

proporción en el sur (13,2% frente a 7,4% del norte), con más Centros de Salud de esta zona en 

los que se detectó (60,0%, 3/5 del sur y 33,3%, 2/6 del norte). Mientras que el subtipo ST7, con 

similar mecanismo de transmisión que ST6, asociados ambos a aves y murciélagos, quedó 

restringido al norte de la ciudad, con lo que el foco de infección de ambos podría ser diferente en 

nuestra población, apoyando la hipótesis de que existen fuentes de contagio y rutas de 

transmisión en nuestro medio todavía no identificadas. Sin embargo, el escaso número de 

pacientes con ST7 no nos permite establecer conclusiones firmes.  

En relación con ST3, el cual se ha vinculado en apartados anteriores con la población extranjera, 

se observó una mayor proporción en el sur que en el norte (21,2% frente a 12,8%, 

respectivamente). No obstante, se comprobó que la población extranjera con Blastocystis sp. 

era mayor en la zona norte de la ciudad en comparación con el sur, lo que, en principio, debería 

correlacionarse con una prevalencia de ST3 más elevada en esta área. Sin embargo, al analizar 

con mayor detalle las variantes alélicas y su distribución entre el norte y el sur, encontramos que 

el 87,5% (7/8) de los alelos en el sur se correspondían con el alelo 34, mientras que en el norte 
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existía una mayor diversidad, relacionado con que el 66,7% (8/12) de los pacientes con ST3 en el 

norte eran originarios de otros países, frente al 37,5% (3/8) en el sur. Estos datos refuerzan la 

hipótesis de que el alelo 34 de ST3 podría considerarse autóctono, predominando en zonas con 

baja prevalencia de población extranjera, mientras que el resto de los alelos podrían haber sido 

importados desde otros países. 

5.3.2.3. Estudio de la clínica asociada según subtipado 

Blastocystis sp. se ha vinculado en numerosas ocasiones con el padecimiento tanto de 

afectaciones intestinales, del tipo diarrea aguda, dolor abdominal y meteorismo (Tan, 2008; Tan 

et al., 2010; Del Coco et al., 2017) como de afectaciones extraintestinales, tales como artritis 

reactiva y urticaria crónica (Tejera et al., 2012; Bahrami et al., 2019; AlamLih et al., 2020). Sin 

embargo, debido a su alta prevalencia, aislándose tanto en pacientes sintomáticos como en la 

población sana, su rol patogénico sigue siendo foco de discrepancias, existiendo literatura tan 

confrontada como la que atribuye beneficios a la presencia intestinal de Blastocystis sp. por la 

reducción de marcadores inflamatorios, aceleración en la recuperación de colitis y regulación 

de la microbiota intestinal (Billy et al., 2021; Deng & Tan, 2022), como la que asegura su 

implicación en disbiosis o en el desarrollo de pólipos y cáncer colorrectal (Yason et al., 2019; 

Hussein et al., 2023). 

En diversas ocasiones se ha propuesto la infección según subtipos como posible etiología en la 

aparición o no de sintomatología. En los últimos años, varios autores han relacionado los 

subtipos ST4 y ST7 con pacientes sintomáticos (Domínguez-Márquez et al., 2009; Stensvold et 

al., 2011; Mattiucci et al., 2016; Yason et al., 2019; Deng et al., 2021). Sin embargo, existen 

detractores de esta propuesta con numerosos estudios que no observan diferencias 

significativas entre la presencia de un subtipo u otro y la manifestación clínica (Yoshikawa et al., 

2004b; El Safadi et al., 2016; Seyer et al., 2017; Aynur et al., 2019; Rudzińska et al., 2019; Salazar-

Sánchez et al., 2020; Shasha et al., 2024). Algunos autores, incluso tras descartar otras 

coinfecciones y estudiar únicamente pacientes monoinfectados con Blastocystis sp., no 

consiguieron establecer asociación entre el subtipo y la presencia de diarrea o dolor abdominal 

(Seijas-Pereda et al., 2024). Nuestros resultados continúan en esta línea, sin encontrar 

asociación entre ningún subtipo y la presencia o ausencia de sintomatología, siendo el subtipo 

ST4 en el que mayor proporción de pacientes sintomáticos encontramos (89,3%, 25/28), 

principalmente con diarrea aguda (28,6%, 8/28) y crónica (32,1%, 9/28). En el otro extremo, 

dentro del grupo con ST3 es donde más pacientes asintomáticos se observaron (32,0%, 8/25). 



DISCUSIÓN  |  200 
 

En el caso de ST7, otro de los subtipos que en los últimos años se ha postulado como 

potencialmente patógeno, solo uno de los dos pacientes con este subtipo en nuestra población 

presentó síntomas (prurito anal y astenia).  

El paciente con ST8, subtipo aislado esporádicamente en humanos, presentaba diarrea crónica 

de 3 meses de evolución, distensión abdominal, meteorismo y pérdida de peso, y, a su vez, 

padecía de diverticulosis crónica como enfermedad subyacente. Los escasos reportes de este 

subtipo en la población mundial demuestran su existencia tanto en sujetos sintomáticos, con 

dolor abdominal y diarrea (Whipps et al., 2010; Meloni et al., 2011; Kwon et al., 2024), como en 

asintomáticos (Muadica et al., 2020). 

En cuanto a las diferentes manifestaciones clínicas, se observó una elevada proporción de 

pacientes con heces de consistencia o apariencia anormal, en algunas ocasiones con presencia 

de moco o sangre, y ST6 (44,4%, 4/9). Aunque Blastocystis sp. no suele causar la aparición de 

moco, sangre o pus en heces, existen reportes de casos clínicos con diarrea sanguinolenta 

asociada a este parásito (Lucía et al., 2007; Boorom et al., 2008; Janarthanan et al., 2011); sin 

embargo, el mecanismo patogénico por el que se produce esta sintomatología todavía no está 

descrito. Los factores de virulencia de Blastocystis sp. se encuentran por definir, aunque diversos 

estudios apuntan a que la producción de proteasas, mayoritariamente proteasas de cisteína, 

son las principales implicadas en su patogénesis, mediando en la permeabilidad intestinal y en 

la evasión del sistema inmunitario (Sio et al., 2006; Wawrzyniak et al., 2012; Ajjampur & Tan, 

2016; Nourrisson et al., 2016; Gonzalez-Arenas et al., 2018). Se ha postulado que exista 

disimilitud entre los ST de Blastocystis sp. y la producción de proteasas (Argüello-García et al., 

2023); subtipos como el ST4, ST6 y ST7 se han asociado a una elevada producción de estas 

enzimas (Abe, 2004; Al & Hökelek, 2007; Mirza & Tan, 2009; Nourrisson et al., 2016; Defaye et al., 

2020; Karamati et al., 2021; Argüello-García et al., 2023). Por otro lado, la capacidad invasiva de 

Blastocystis sp. está en entredicho, estudios llevados a cabo en cerdos, a pesar de observar 

formas vacuolares/granulares en el material luminal intestinal, no muestran evidencia de unión 

o invasión (Fayer et al., 2014; Wang et al., 2014a), sin embargo, otro estudio en ratas ha 

demostrado la capacidad de Blastocystis ST1 de adherirse a la lámina propia del intestino, 

generando úlceras y edema de la mucosa (Li et al., 2013), aunque este mecanismo no ha sido 

observado in vivo, tras la colonización humana (Clark et al., 2013). Es por ello que se cuestiona 

que Blastocystis sp. pueda ser responsable de sintomatología tal como la presencia de moco y 

sangre en heces, siendo, probablemente, este síntoma derivado de alguna otra causa no 

identificada. 
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Centrándonos en los síntomas sistémicos, en diferentes ocasiones Blastocystis sp. ha sido 

señalado como agente causal de afectaciones dermatológicas, del tipo urticaria, tanto aguda 

como crónica, angioedema, lesiones cutáneas y prurito (Casero et al., 2015; Lepczyńska et al., 

2016; Bahrami et al., 2019; Aykur et al., 2022). La capacidad de Blastocystis sp. para modular en 

la permeabilidad intestinal parece jugar un papel fundamental en el desarrollo de estas 

afectaciones dermatológicas, al promover la producción de citoquinas proinflamatorias y 

reacciones alérgicas mediadas por IgE (Lepczyńska et al., 2016; Aykur et al., 2022). Debido a la 

posible diferencia entre subtipos en la modificación de esta permeabilidad, se han postulado los 

subtipos ST2, ST3 y ST4 como los principalmente asociados con estas manifestaciones 

cutáneas, especialmente en sus formas ameboides (Lepczyńska et al., 2016; Bahrami et al., 

2019; Aykur et al., 2022). En nuestra población, un 27,6% (42/152) de los pacientes padecían de 

afectaciones crónicas de la piel y un 5,9% (9/152) presentaron prurito generalizado en el 

momento de remitir la muestra de heces. Además, este prurito se presentaba como único 

síntoma en un 55,5% (5/9) de estos pacientes, hecho que se repite en otros estudios en los que 

las afectaciones cutáneas aparecen sin ir acompañadas de síntomas gastrointestinales 

(Bahrami et al., 2019; Aykur et al., 2022). Sin embargo, no se asoció ni las manifestaciones 

cutáneas ni la afectación sistémica de prurito, como ninguno de los otros síntomas de esta 

índole sistémica (fiebre, pérdida de peso y/o astenia), con ningún subtipo en particular. En cuanto 

a los tres subtipos relacionados en la literatura con afectaciones cutáneas, en nuestros 

pacientes con prurito generalizado, únicamente un 11,1% presentaban ST2 o ST3 (n=1 de 

ambos), siendo ST4 el subtipo mayoritariamente aislado (33,3%, 3/9); mientras que en los 

pacientes con enfermedades dermatológicas del tipo dermatitis atópica o similares, el subtipo 

predominante fue ST1 (42,9%, 18/42).  

Relacionado con estas reacciones dermatológicas, cabe destacar el elevado número de 

pacientes en nuestra población con patologías alérgicas de base (32,9%, n=50), dentro de los 

cuales, un 38,0% (n=19) mostraban afectaciones crónicas de la piel. En diferentes trabajos 

relacionan directamente estas alergias con Blastocystis sp., algunos incluso observando 

mayores reacciones de hipersensibilidad alimentaria en pacientes parasitados con respecto a 

los no parasitados (Tuzer et al., 2022). Menos estudiado se encuentra la diferenciación entre 

subtipos y la presentación de estas enfermedades alérgicas. En nuestra población hallamos una 

elevada frecuencia de pacientes con ST6 y alérgicos (68,7%, 11/16); de estos pacientes un 36,4% 

(4/11) presentaban clínica dermatológica y un 18,2% (2/11) remitía la muestra de heces por 

prurito generalizado. Debido a estos datos, puede ser objeto de estudio la causalidad de 
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Blastocystis sp. y sus variantes génicas en las patologías alérgicas, su efecto inmunorregulador 

y la desaparición de esta sintomatología tras el tratamiento frente a este protista. 

Continuando en esta línea de respuesta inmunológica frente a Blastocystis sp., tras revisar el 

recuento de eosinófilos, disponible en el 65,8% (n=100) de los pacientes, se observó eosinofilia 

en un 29,0% (n=29) de los casos, de los cuales un 65,5% (n=19) únicamente presentaban 

Blastocystis sp. La eosinofilia es un signo hematológico comúnmente asociado a infecciones por 

helmintos, pero, aunque las infecciones protozoarias no se consideran causa de su aparición, 

existen autores que demuestran su elevación en pacientes parasitados por Giardia intestinalis 

(Aguiar et al., 2011), Dientamoeba fragilis (Gray et al., 2013; Garg et al., 2024) y Blastocystis sp. 

(Angelici et al., 2018; Matovelle et al., 2022; Tuzer et al., 2022), considerándolo un signo a tener 

en cuenta para la sospecha de estas infecciones parasitarias. En el estudio de la influencia de 

los subtipos en la aparición de eosinofilia, no se observó una proporción estadísticamente 

superior de ninguno de ellos en estos pacientes. 

La causa para el desarrollo de síntomas producidos por Blastocystis sp. es multifactorial, no 

dependiendo únicamente de factores del propio protista, sino también del hospedador (Del 

Coco et al., 2017). La inmunosupresión ha sido propuesta en diferentes ocasiones como posible 

factor de riesgo para el desarrollo de sintomatología tras la adquisición de Blastocystis sp. Las 

tasas de prevalencia en pacientes inmunodeprimidos son variables, aunque se consideran 

superiores a las de la población general (Khorshidvand et al., 2021). En algunas ocasiones se ha 

observado una mayor incidencia de clínica gastrointestinal en pacientes con algún tipo de 

inmunosupresión, predominantemente diarrea (Marcus & Gotuzzo, 2013; Roberts et al., 2014; 

Öncü Öner et al., 2022). Pero, al igual que muchos de los parámetros de Blastocystis sp., esta 

propuesta también ha sido cuestionada y, a pesar de su aparición frecuente en personas 

inmunodeprimidas, su patogenicidad en estos pacientes también es controvertida (Kaya et al., 

2021), encontrando estudios donde no se observa una mayor incidencia de síntomas en esta 

población (Roberts et al., 2014; El Safadi et al., 2016) o, incluso, muestran menos sintomatología 

que la población general (Di Cristanziano et al., 2019). Este hecho se repite en nuestros datos, 

con una proporción más alta de personas inmunodeprimidas que no presentaron síntomas en 

comparación con los individuos inmunocompetentes (50,0% [8/16] frente a 21,3% [29/136], 

respectivamente). Es importante reseñar que, en nuestro estudio, estas diferencias podrían estar 

sesgadas debido al control en pacientes inmunodeprimidos que se lleva a cabo en el H.U.P. La 

Fe, donde se examinan de forma rutinaria heces por microscopía tanto en sujetos sintomáticos, 

como asintomáticos, para vigilar el estado del paciente cuando son sometidos a procedimientos 
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inmunosupresores severos, al considerarse vulnerables para desarrollar patologías infecciosas 

más graves que la población general. Debido a esto, gran parte de nuestra población 

inmunodeprimida es asintomática (de los 16 pacientes inmunodeprimidos el 50,0% (n=8) no 

presentaba síntomas, siendo un 43,7% (n=7) trasplantados pulmonares). Aun así, el hecho de 

que exista una proporción de Blastocystis sp. tan alta en individuos inmunodeprimidos y 

asintomáticos (50,0%), refuerza las hipótesis de que este protista pueda permanecer como 

comensal, incluso en población con un sistema inmunológico debilitado. 

Por otro lado, muy pocos trabajos estudian la relación de los subtipos con el perfil inmunitario 

de los pacientes. En nuestros datos se observó un elevado número de pacientes con ST6 e 

inmunodeprimidos (31,3%, 5/16). Revisando la literatura, tres estudios llevados a cabo en 

Turquía y Francia, ponen de manifiesto la presencia de ST6 en pacientes inmunodeprimidos 

(Poirier et al., 2011; Cakir et al., 2019; Gulhan et al., 2020). En estos trabajos se expone la baja 

prevalencia de este subtipo en la población general de ambos países, llamando la atención su 

presencia en los pacientes con algún tipo de inmunosupresión. La elevada proporción de ST6 en 

poblaciones vulnerables, como ancianos e inmunodeprimidos, podría deberse a una baja 

patogenicidad de este subtipo, donde un sistema inmunitario debilitado provoque su 

persistencia intestinal mientras que en personas sanas pueda ser eliminado más fácilmente. 

Por último, la relación de Blastocystis sp. con diferentes trastornos gastrointestinales crónicos 

también ha sido foco de estudio en diversas ocasiones y, de nuevo, los resultados obtenidos han 

sido mixtos. Encontramos estudios que informan de una mayor prevalencia de este protista en 

pacientes con Síndrome del Intestino Irritable o en la Enfermedad Inflamatoria Intestinal 

(Alfellani et al., 2013c; Jadallah et al., 2017) y otros que reportan todo lo contrario (Petersen et 

al., 2013; Krogsgaard et al., 2015). En nuestra población, un 17,1% (26/152) de los pacientes 

padecían algún trastorno gastrointestinal además de la presencia de Blastocystis sp. En estos 

pacientes, varios síntomas se vieron potenciados con respecto a los que no presentaban 

enfermedades digestivas crónicas; encontramos una alta frecuencia de 

meteorismo/flatulencias en pacientes con Blastocystis sp. y diverticulosis (66,7%, 4/6), y los 

pacientes con Síndrome del Intestino Irritable presentaron diarrea crónica con mayor frecuencia 

que aquellos que solo estaban infectados por Blastocystis sp. (80,0% [4/5] frente a 18,2% 

[23/126], respectivamente). Existen estudios que consideran a Blastocystis sp. como un 

agravante que contribuye a la persistencia de la clínica y la exacerbación de los síntomas en las 

TGC (Yamamoto-Furusho & Torijano-Carrera, 2010; Nourrisson et al., 2014; Jadallah et al., 2017), 

y otros que exponen que la mayor prevalencia encontrada en este tipo de pacientes deriva de un 
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análisis más exhaustivo por sus patologías de base, sin que exista una verdadera relación del 

desarrollo de la enfermedad con la presencia del protista (Stensvold & Clark, 2016a), por lo que 

no es posible establecer la relación de Blastocystis sp. con estas patologías, sin saber si actúa 

como desencadenante o son estas enfermedades un requisito previo para la colonización. 

En cuanto al estudio de los subtipos con estos trastornos gastrointestinales, no se observó 

asociación entre ninguna de estas patologías y la presencia de ningún subtipo, resultado que 

coincide con la heterogeneidad de asociaciones entre subtipos y afectaciones que encontramos 

en la literatura, sin un resultado uniforme (Alfellani et al., 2013c; Clark et al., 2013; Cifre, 2021). 

Una de las variables que no han sido estudiadas en este trabajo son las infecciones por otros 

patógenos gastrointestinales no parasitarios, como virus y bacterias, que puedan ser el 

desencadenante de la sintomatología observada en algunos de los pacientes. En la práctica 

habitual de un laboratorio clínico, la realización de estudio coproparasitológico, detección de 

virus o cultivo bacteriológico, se basa en criterios clínicos y factores de riesgo que indiquen de 

forma individual en cada paciente la realización de una prueba u otra. Esto provoca una baja 

uniformidad de estas pruebas en todos los pacientes o ante un único síntoma concreto, lo que 

dificulta su inclusión como variables a tener en cuenta en un estudio estadístico. Por este motivo, 

y dado que el presente es un estudio observacional basado en la práctica asistencial, estas 

variables no se han evaluado. Los criterios clínicos para realizar estudio parasitológico en heces 

son la presencia de síntomas gastrointestinales persistentes o que no remiten con tratamiento 

empírico inicial, el hallazgo de eosinofilia en estudios hematológicos, pacientes sintomáticos 

que pertenecen a grupos vulnerables (personas inmunodeprimidas, niños/as, ancianos/as) o 

con factores de riesgo para la adquisición de parasitosis (como el consumo de agua no 

embotellada y viajes a zonas endémicas) y la sospecha de brotes o relevancia para salud pública 

(Shane et al., 2017; Álvarez-Martínez et al., 2020; Aparicio & Díaz-Cirujano, 2021). 

Como análisis final, las escasas asociaciones estadísticas establecidas entre subtipos y clínica 

concuerdan con que la diversidad genética como factor independiente no es la responsable de 

la patogenicidad de Blastocystis sp., donde el desarrollo de sintomatología parece derivar de una 

relación más compleja entre el protista y el hospedador. Por otro lado, es importante remarcar 

las relaciones establecidas del subtipo ST6 con pacientes alérgicos e inmunodeprimidos. Estos 

datos son especialmente relevantes, dado que existen escasos reportes de ST6 en humanos en 

nuestro medio y, por tanto, insuficientes resultados concluyentes.  
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5.3.3. Giardia intestinalis 

5.3.3.1. Identificación y caracterización molecular: variabilidad genética 

Se observó una buena correlación entre los resultados de microscopía óptica y la identificación 

por qPCR (95,3%, 164 detectados por qPCR de los 172 por microscopía), con valores de ciclos 

umbral de amplificación (Ct) que oscilaron entre 16,0 y 36,1, con una media de 27,8. Sin 

embargo, en los consecutivos procesos de caracterización molecular mediante PCR 

convencional, la tasa de éxito disminuyó enormemente. En total, se consiguió la correcta 

caracterización de un 30,5% (50/164) de las muestras positivas por qPCR, específicamente un 

25,0% (41/164) mediante PCR convencional frente a gdh y un 14,0% (23/164) frente a bg. 

La carga parasitaria y, como consecuencia, los valores de Ct en la qPCR frente a ssu ADNr de G. 

intestinalis, son clave en el rendimiento de las PCR convencionales frente a gdh y bg. Valores de 

Ct por encima de 30 son limitantes en este proceso, existiendo autores que establecen este valor 

de 30 como punto de corte, por encima del cual no sería recomendable realizar pruebas de PCR 

convencional por su baja relación coste/eficacia, al tratarse de PCR cuyos marcadores dianas 

(como gdh o bg) son genes de copia única con sensibilidad limitada (De Lucio et al., 2015; 

Azcona-Gutiérrez et al., 2017; Dacal et al., 2020; Muadica et al., 2020). Este hecho se confirma 

en nuestros datos, donde con el análisis de la curva ROC se determinó que el Ct con valor de 

29,8 presentaba un 96,0% de especificidad (AUC: 0,859), detectándose un 28,7% (47/164) de 

muestras positivas por qPCR con Ct mayor de 29,8 y de éstas, únicamente un 4,2% (2/47) 

proporcionaron resultados óptimos de secuenciación y posterior clasificación en 

genotipos/subgenotipos, lo que confirma que este punto de corte cercano a 30 es determinante 

en la decisión de realizar o no el consecuente proceso de caracterización molecular. 

Sin embargo, cabe reseñar que un 59,0% (n=69) de las 117 muestras que presentaron un Ct 

menor de 29,8 no arrojaron resultados de caracterización, ya sea por resultar negativas en las 

pruebas de PCR convencional frente a gdh y bg, o por considerarse como no tipables al presentar 

baja calidad de los cromatogramas obtenidos a partir los productos amplificados. Otros grupos 

de investigación mostraron también estas bajas tasas de éxito (Azcona-Gutiérrez et al., 2017; 

Muadica et al., 2020; Cifre, 2021); sin embargo, empleando los mismos protocolos de extracción, 

purificación y amplificación de ADN, esta ratio fue superior en otros estudios (De Lucio et al., 

2015; De Lucio et al., 2016), por lo que no podemos dar una explicación concisa de por qué se 

obtienen estas discrepancias. 
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En cuanto a los resultados de caracterización, el genotipo predominantemente encontrado fue 

el B, con una prevalencia de 76,0% (38/50), mientras que el 24,0% (12/50) de muestras restantes 

se clasificaron con el genotipo A. Estos dos genotipos son los principalmente observados en las 

infecciones en humanos en España (Carmena et al., 2012); además, nuestros resultados 

concuerdan con la prevalencia observada a nivel mundial, donde el genotipo B se impone frente 

al A (Ryan & Cacciò, 2013; Zajaczkowski et al., 2021). Dentro de estos dos genotipos, el 

predominio de los subgenotipos BIII, BIV, AI y AII varía según el continente a estudio, siendo en 

Europa la proporción de BIII y BIV similar y AII superior a AI (Sprong et al., 2009). En nuestros 

datos, el subgenotipo mayoritario fue BIV con un 44,0% (22/50), seguido de un 20,0% (10/50) de 

AII, un 10,0% (5/50) de BIII, un 6,0% (3/50) de coinfecciones o subgenotipo ambiguo BIII/BIV, un 

2,0% (1/50) de AI y un subgenotipo discordante AII/AIII (2,0%). Además, en un 16,0% (8/50) de las 

muestras, solo se identificó el genotipo B sin conseguir determinar el subgenotipo. 

En España, en diferentes estudios realizados en varias provincias, tanto en población 

sintomática como asintomática y de diferentes edades, se observó el genotipo B como 

mayoritario (Sahagún et al., 2008; Goñi et al., 2010; Mateo et al., 2014; De Lucio et al., 2015; 

Gabín-García et al., 2017; Wang et al., 2019; Muadica et al., 2020,). La identificación del 

subgenotipo solo se llevó a cabo en 3 de estos trabajos, detectando, al igual que en nuestro 

estudio, el subgenotipo BIV como predominante (Mateo et al., 2014; De Lucio et al., 2015; 

Muadica et al., 2020). Sin embargo, en otros estudios realizados en pacientes sintomáticos, 

personas con TGC y niños/as de guarderías, de La Rioja, Valencia y Madrid, respectivamente, se 

identificó el genotipo A y subgenotipo AII como el más frecuentemente aislado (Azcona-Gutiérrez 

et al., 2017; Cifre, 2021; Hernández-Castro et al., 2023b). El hecho de que, en algunas 

localizaciones se observe diferente diversidad genética de Giardia intestinalis, incluso 

estudiando poblaciones similares como niños/as asintomáticos de guarderías de una misma 

ciudad (Muadica et al., 2020; Hernández-Castro et al., 2023b), podría indicar la existencia de 

variabilidad temporal del parásito. Factores como cambios en las condiciones ambientales o 

fluctuaciones en la incidencia pueden influir en qué subgenotipo predomina en un momento 

dado. Por otro lado, que se observen diferencias entre distintas poblaciones podría deberse a 

características sociodemográficas y hábitos personales distintos con fuentes de infección 

diferentes en cada región.  

En cuanto a los restantes subgenotipos menos prevalentes, en España encontramos resultados 

similares al del presente estudio, con tasas que oscilan entre 1,9% y 19,0% para BIII (De Lucio et 

al., 2015; Azcona-Gutiérrez et al., 2017; Cifre, 2021) y entre 0,8% y 9,6% para AI (De Lucio et al., 
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2015; Cifre, 2021). Ambos subgenotipos tienen carácter zoonótico (Sprong et al., 2009; Feng & 

Xiao, 2011; Ryan & Cacciò, 2013); sin embargo, BIII se detecta con mayor frecuencia en 

humanos, mientras que AI se aísla predominantemente en el ganado y las mascotas (Sprong et 

al., 2009). En España, el subgenotipo AI se ha encontrado en ganado de diferentes localizaciones 

y en primates de zoos de Valencia y Madrid (Martínez-Díaz et al., 2011; Carmena et al., 2012). 

Respecto al subgenotipo ambiguo AII/AIII, fue asignado como AII a partir del estudio del gen gdh 

y como AIII mediante el estudio del gen bg. La discrepancia entre ambas dianas nos demuestra 

lo crucial de realizar estudios MLST para detectar la variabilidad genética entre locus dentro de 

G. intestinalis, evitando la tipificación errónea por el empleo de un único gen a estudio.  

En el caso de las coinfecciones o subgenotipo ambiguo BIII/BIV, se identificaron por la presencia 

de 3 o más dobles picos en los cromatogramas del gen gdh que se correspondían con ambos 

subgenotipos. Este resultado puede deberse a una infección mixta o corresponder a una 

heterocigosidad alélica del parásito con distintas variantes del mismo gen en el mismo 

organismo (Aguiar et al., 2016). 

Por último, cabe destacar que la ausencia de genotipos mejor adaptados a otros animales que 

al ser humano, como C, D, E o F, puede significar que la transmisión en nuestro entorno sea 

principalmente de origen antroponótico, ya sea por vía indirecta (a partir de agua o alimentos 

contaminados) o directa (contacto persona-persona). 

5.3.3.1.1. Glutamato deshidrogenasa 

En el estudio de las mutaciones del locus gdh, se destaca un elevado grado de polimorfismo, 

especialmente en los subgenotipos BIII y BIV. Mientras que el aislado de AI coincidió 

perfectamente con la secuencia de referencia y las secuencias de AII presentaron ninguna o una 

única mutación por secuencia, los subgenotipos BIII y BIV acumularon hasta un máximo de 5 y 9 

SNPs, respectivamente, sin coincidir BIII en ningún caso con la secuencia de referencia.  

Esta diversidad génica encontrada dentro del genotipo B y, en el otro extremo, su ausencia en el 

genotipo A, está ampliamente descrita en la literatura (Lebbad et al., 2010; Feng & Xiao, 2011; De 

Lucio et al., 2015; Aguiar et al., 2016; Azcona-Gutiérrez et al., 2017; Gabín-García et al., 2017; 

Wang et al., 2019; Ryan et al., 2021) y se repite, además de en el gen gdh, en los genes bg y tpi, 

que son empleados universalmente en la caracterización molecular de Giardia intestinalis. 

Debido a estas variaciones genéticas, existen incluso grupos de investigación que plantean la 
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diferenciación de la giardiosis humana en dos especies diferentes según ambos genotipos 

(Jerlström-Hultqvist et al., 2010b; Xu et al., 2012; Seabolt et al., 2022; Wielinga et al., 2023). 

En la evaluación de las mutaciones específicas del genotipo B, en BIII encontramos la posición 

C309 mutada en el 100,0% de las muestras (n=5), como transición (C → T) o como doble pico (Y: 

C/T), con, además, una transición en las posiciones C87 y T147 en dos de ellas (40%) (ref: 

AF069059). En otros estudios españoles donde se aisló BIII también se encontró en todas las 

secuencias analizadas la presencia de estas mismas mutaciones en la posición C309 (De Lucio 

et al., 2015; Azcona-Gutiérrez et al., 2017; Cifre, 2021). Otras posiciones donde se repetían las 

mutaciones con transiciones o dobles picos, aunque en menor medida, fueron C99, T147, G150 

y T237 (De Lucio et al., 2015; Azcona-Gutiérrez et al., 2017; Cifre, 2021). Más interesante es que 

en otros países de Asia y África, las mutaciones descritas son muy similares, con acúmulo en 

posiciones recurrentes como C99, T147, G150 y C309 (Dacal et al., 2018; Messa et al., 2021; 

Sarzhanov et al., 2021). 

En el caso de BIV, los sitios donde los SNP tendían a acumularse en nuestras secuencias fueron 

T183, T387, C396 y C423 (ref: L40508), encontrándose modificadas con transiciones o picos 

dobles en un 54,5% (12/22) de las muestras. En la búsqueda en la literatura de España, en todos 

los artículos de caracterización molecular de G. intestinalis en humanos donde se aisló BIV, se 

repetían estas mismas mutaciones en la mayoría de las muestras (Mateo et al., 2014; De Lucio 

et al., 2015; Azcona-Gutiérrez et al., 2017; Muadica et al., 2020; Cifre, 2021), y, de nuevo, en 

países tan alejados como Mozambique, Angola y Turquía, las modificaciones en T183, T387 y 

C423 también fueron los SNPs aislados con mayor frecuencia (Dacal et al., 2018; Messa et al., 

2021; Sarzhanov et al., 2021).  

Por último, el subgenotipo o coinfección BIII/BIV se identificó por la presencia de polimorfismos 

de un solo nucleótido (transiciones y dobles picos) en las posiciones T135, C255, C273, T366, 

T387 y A438 de las 3 secuencias (100,0%), a lo que hay que añadir la mutación C423Y que se 

observó en un 66,7% (2/3) de los casos (ref: L40508). Estas mismas mutaciones se han 

detectado en diferentes países del mundo en menor o mayor medida (Dacal et al., 2018; Muadica 

et al., 2020; Rafiei et al., 2020; Messa et al., 2021; Sarzhanov et al., 2021).  

La presencia de los mismos puntos críticos para sufrir mutaciones en diferentes regiones 

geográficas podría ser el resultado de una combinación de factores tanto evolutivos, como 

ecológicos y epidemiológicos que favorecen su aparición y transmisión. Podría tratarse de una 

evolución convergente donde el parásito de diferentes regiones del mundo termina 
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desarrollando las mismas mutaciones debido a su respuesta a factores ambientales 

compartidos, como el tipo de hospedadores o tratamientos antiparasitarios comunes, de tal 

forma que sería interesante analizar si estas mutaciones favorecen la adaptación de G. 

intestinalis proporcionándole una ventaja selectiva, haciéndola más eficaz para infectar a los 

humanos, sobrevivir en el ambiente intestinal o incluso, aumentar la resistencia a las terapias 

antiprotozoarias, haciendo que estos aislados predominen sobre el resto y se difundan de forma 

más ágil en la población. Es importante reseñar que, para lograr confirmar estas hipótesis, sería 

necesario el estudio de una parte más amplia del genoma de G. intestinalis. 

El mecanismo por el que se desarrollan estos acúmulos de mutaciones todavía no ha sido 

completamente esclarecido. Diferentes trabajos apoyan la capacidad del parásito de realizar 

intercambios de material genético entre secuencias de ADN homólogas por recombinación 

génica inter- o intragenotipos (Cooper et al., 2007; Kosuwin et al., 2010; Andersson, 2012; Xu et 

al., 2012; Aguiar et al., 2016; Ankarklev et al., 2018). Sin embargo, encontramos detractores de 

estas teorías, achacando la divergencia genética como consecuencia de la producción de 

errores por la ADN polimerasa durante la replicación que son toleradas por el sistema de 

reparación génica de Giardia (Lecová et al., 2019). Por el momento, se puede afirmar que Giardia 

sufre con frecuencia algún tipo de estrategia para aumentar su diversidad genética, pero queda 

por completar el proceso exacto de cómo lo logra y si estos cambios genéticos presentan algún 

efecto fenotípico. 

5.3.3.1.1.1. Análisis filogenético 

Mientras que con el genotipo A existe consenso sobre el empleo de fragmentos cortos de ADN 

para llevar a cabo su caracterización molecular, obtener el subgenotipado preciso del genotipo 

B por estos métodos está siendo puesto en entredicho, debido a que la diferenciación entre 

subgenotipos se basa únicamente en unos pocos polimorfismos, pero encontramos una alta 

hipervariabilidad en estas secuencias (Feng & Xiao, 2011; Brynildsrud et al., 2018; Lecová et al., 

2019; Ryan et al., 2021). Además, algunos autores no han encontrado apoyo filogenético para 

BIII y BIV, viéndose incapaces de generar agrupamientos genéticos confiables (Brynildsrud et al., 

2018; Ryan et al., 2021).  

En nuestro estudio evolutivo de las secuencias de gdh, conseguimos una buena división de los 

subgenotipos, separando AII de AI y BIII de BIV, con valores de Bootstrap de 95 y 100%, 

respectivamente. A pesar de que para el genotipo B no se consiguieron dos grupos 

independientes con valores aceptables de Bootstrap (por encima del 80%), sí que se observó la 
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agrupación de todos los subgenotipos tipificados como BIV quedando separados de los 

subgenotipos BIII y BIII/BIV que permanecieron como ramas independientes externas a este 

grupo. 

5.3.3.1.1.2. Cambios aminoacídicos 

Cuando se producen sustituciones de un solo nucleótido en el ADN codificante (SNPs), las 

consecuencias en la proteína resultante pueden variar debido a varios factores. En algunos 

casos, estas sustituciones producen mutaciones sinónimas, ya que, debido a la redundancia del 

código genético, algunas modificaciones en el ADN pueden resultar en la traducción de un 

mismo aminoácido. Por otro lado, encontramos mutaciones no sinónimas, que son aquellas que 

sí determinan cambios de aminoácidos. Estas mutaciones no sinónimas pueden tener mayor o 

menor impacto en la proteína según si afectan a regiones cruciales para la determinación de la 

estructura tridimensional o de la función proteica y según el cambio de aminoácido producido. 

Los aminoácidos presentan cadenas laterales en su estructura que les confiere características 

propias, con tamaños distintos y haciéndolos hidrófobos o hidrófilos y ácidos o básicos, siendo 

más o menos reactivos, por lo que en cada proteína existen posiciones críticas que necesitan de 

un tipo de aminoácido específico para poder desempeñar su función; es por ello, que estas 

mutaciones no sinónimas pueden degenerar en una proteína defectuosa e ineficaz. Por último, 

también existen mutaciones sin sentido, que son aquellas que provocan la aparición de un 

codón STOP prematuro, lo que desencadena la finalización de la traducción y, por tanto, la 

pérdida en la proteína de los aminoácidos posteriores a este punto.  

Dentro del genotipo B, un 73,3% (22/30) de las secuencias se encontraron mutadas, acumulando 

hasta 12 SNPs por secuencia, pero solo un 12,5% (4/32) de los diferentes SNPs se consideraron 

mutaciones no sinónimas. Ninguna de las posiciones críticas para el desarrollo de mutaciones 

descritas en apartados anteriores, es decir, aquellas en las que se repetían los mismos SNPs 

tanto en nuestras secuencias como en otros estudios a nivel mundial, causó cambios 

aminoacídicos (Mateo et al., 2014; De Lucio et al., 2015; Azcona-Gutiérrez et al., 2017; Dacal et 

al., 2018; Muadica et al., 2020; Rafiei et al., 2020; Cifre, 2021; Messa et al., 2021; Sarzhanov et 

al., 2021). El carácter silente de estas mutaciones sugiere que podrían ser el resultado del azar, 

probablemente debido a la tolerancia del sistema de reparación del ADN del parásito (Lecová et 

al., 2019). Sin embargo, su repetición en diversas poblaciones y en distintas localizaciones 

geográficas plantea una contradicción, ya que también podría indicar que estas mutaciones 

están siendo conservadas por algún proceso de selección natural, lo que nos lleva a la hipótesis 

de que, de alguna manera, podrían conferir una ventaja selectiva parasitaria (Aguiar et al., 2016). 
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Si estas mutaciones fueran simplemente aleatorias y no tuvieran una función biológica clara, 

deberían de ser eliminadas con el tiempo y no transmitirse y mantenerse de manera consistente 

en diferentes poblaciones, como se observa en este caso.  

De forma totalmente opuesta, en el genotipo A subgenotipo AII, a pesar de que el índice 

mutagénico es menor (50,0%, 5/10; con solo una mutación por aislado), las 5 mutaciones 

observadas fueron no sinónimas, implicando cambios de aminoácidos. Esto vuelve a mostrar 

las diferencias patentes entre ambos genotipos, pudiendo incluso presentar estrategias de 

reparación de ADN diferentes (Lecová et al., 2019). 

Es importante reseñar, que algunas de estas mutaciones pueden ser derivadas de fallos 

producidos por la enzima ADN polimerasa en el proceso de amplificación de la PCR, por lo que, 

para confirmarlas sería de especial relevancia repetir este proceso de PCR y secuenciación y 

observar si se repiten los mismos patrones mutacionales. 

La enzima GDH está formada por su centro activo que, en la proteína de referencia 

XP_001707257, engloba los aminoácidos desde la posición 119 a la 132; y, además, 

encontramos dos dominios implicados en la actividad enzimática: la región de dimerización, 

formada por 97 aminoácidos de esta proteína de referencia (desde el residuo 54 al 181) y el 

dominio de unión al cofactor NAD(P)+, con 256 aminoácidos, desde el 192 al 448.  

Ninguna de las mutaciones no sinónimas observadas en nuestros aislados, incluyendo ambos 

genotipos, afectaron al centro activo de la enzima, acumulándose la mayoría en la región de 

dimerización (88,9%, 8/9). La modificación en la secuencia de este dominio podría degenerar en 

la interrupción de la oligomerización, la alteración de su estabilidad o el cambio de la afinidad 

de interacción, pudiendo generar una oligomerización aberrante con inactivación o actividades 

anómalas de la proteína.  

Específicamente, dentro de las mutaciones en los aislados AII, encontramos mutaciones 

potencialmente disruptivas, como L112P (Ref: XP_001707257), donde la introducción de una 

prolina, con una estructura cíclica rígida y al carecer de hidrógeno disponible en su grupo N–H, 

puede romper α-hélices y desestabilizar completamente el dominio (Barlow & Thornton, 1988). 

Es de especial interés, ya que este residuo 112 se localiza en una α-hélice de GDH, como se 

muestra en la Figura 44. 
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Figura 44. Localización del residuo aminoacídico 112 (marcada en rojo) en la estructura de la 

proteína de referencia AF-A0A0F6PNH3-F1 predicha por AlphaFold (https://AlphaFold.com/). 

Por otro lado, la mutación L216Q (Ref: XP_001707257), única que afecta a la región de unión al 

cofactor NAD(P)+, implica el cambio de una leucina con carácter hidrofóbico por una glutamina 

polar, lo que podría afectar a la afinidad o correcta orientación del cofactor, impidiendo 

interacciones y afectando así a la actividad catalítica enzimática. Sería interesante realizar 

estudios de biología estructural y enzimología para determinar si las mutaciones encontradas en 

este estudio tienen o no efecto en la proteína resultante. 

En el caso del genotipo B, subgenotipo BIV, de especial interés es la mutación sin sentido Q179* 

(codón STOP prematuro) (Ref: XP_001707257), que produce la eliminación total del dominio de 

unión al cofactor NAD(P)+ y, como consecuencia, probablemente desencadena la pérdida de 

actividad catalítica enzimática. Esto produciría un aumento en el estrés metabólico del parásito, 

resultante de la ausencia de asimilación de los hidratos de carbono, aminoácidos y amoníaco, 

donde la supervivencia parasitaria dependería de la existencia de otros mecanismos 

compensatorios efectivos. Es posible que exista una población parasitaria mixta con células de 

Giardia intestinalis que no presenten esta mutación, ya que la inactividad de esta enzima puede 

afectar gravemente a la viabilidad del parásito. Sin embargo, el cromatograma obtenido en 

nuestros datos presenta una calidad óptima con concordancia entre ambas secuencias de cada 

cebador y no muestra la presencia de dobles picos que puedan orientar a una posible diversidad 

parasitaria. 

https://alphafold.com/
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5.3.3.1.2. β-giardina 

En el análisis del locus bg, como ocurría con gdh, también se observó una elevada 

heterogeneidad en el genotipo B.  En estos aislados tipificados como B, la mutación C309T fue 

detectada en un 89,5% (17/19) de los casos, las mutaciones C165T, C324T, C393T y T471C en un 

78,9% (15/19) y la posición G159 se modificó en 63,2% (12/19) secuencias (como transición 

G→A o como doble pico A/G) (ref: AY072727). De nuevo, de forma equivalente a lo que 

observamos en el estudio de gdh, estas mismas mutaciones en B se repetían en diferentes 

aislados de Giardia intestinalis de distintas ciudades de España, donde el patrón 159 (G → A), 

165 (C →T), 309 (C →T), 324 (C →T), 393 (C →T) y 471 (T →C) aparecía en una gran proporción de 

aislados, y la posición C309 se vio mutada en prácticamente todas las secuencias estudiadas 

de los diferentes artículos publicados hasta la fecha (Mateo et al., 2014; De Lucio et al., 2015; 

Azcona-Gutiérrez et al., 2017;  Muadica et al., 2020). En otros países de Asia y África las 

mutaciones principalmente compartidas afectaban a las posiciones C165 y C309 (Dacal et al., 

2018; Rafiei et al., 2020; Messa et al., 2021; Sarzhanov et al., 2021) 

Por último, cabe destacar que el subgenotipo AII, aunque presentó una mayor estabilidad 

genética que el genotipo B, un aislado mostró la mutación que teóricamente podría tener 

consecuencias mayores en la estructura final de la proteína BG. Este polimorfismo se 

corresponde con la deleción de adenina en la posición 568 (Ref: AY072723). Las modificaciones 

exactas que implica en la secuencia proteica se analizan en detalle en el apartado Cambios 

aminoacídicos del presente informe. 

5.3.3.1.2.1. Análisis filogenético 

Debido a la alta heterogeneidad observada en las secuencias de bg, la subgenotipificación 

basada en el análisis parcial de este gen resulta inviable. Aun así, en nuestro análisis evolutivo 

se consiguió agrupar un 75,0% (12/16) de las secuencias del genotipo B (identificativos de Tabla 

36: B6-8 y B11-19), compartiendo todas ellas las mutaciones más prevalentes (C165T, C309T, 

C324T, C393T, T471C) (ref: AY072727) y quedando separadas del resto de secuencias del mismo 

genotipo (identificativos en la Tabla 36: B4, B5, B9 y B10) con una buena significancia estadística 

(99%), pero sin lograr una correcta agrupación que permita identificar subgenotipos.  

Ante esta problemática, con estudios que informan una alta diversidad de secuencias del 

genotipo B, pero una baja resolución filogenética, en los últimos años se ha propuesto el estudio 

de otros genes distintivos más estables y conservados que los marcadores hipervariables 

actuales (gdh, bg y tpi), que parecen ser útiles en esta caracterización molecular. Entre ellos 
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encontramos una secuencia parcial del gen codificante para la enzima 6-fosfogluconato 

deshidrogenasa (6-pgdh) y parte del gen que codifica para la subunidad catalítica de la enzima 

fosforilasa quinasa B (phk) (Seabolt et al., 2021).  

5.3.3.1.2.2. Cambios aminoacídicos 

La β-giardina (BG) forma parte del citoesqueleto de Giardia intestinalis. Este citoesqueleto es 

esencial para la división celular, la motilidad, el transporte intracelular y el proceso de 

enquistamiento/desenquistamiento (Elmendorf et al., 2003), además, forma parte del disco 

ventral del trofozoíto del parásito, orgánulo clave en la patogénesis de Giardia ya que es el 

responsable de su adhesión al epitelio del hospedador (Macarisin et al., 2012).  

La conformación de BG se basa en dos dominios, uno con estructura no helicoidal (HEAD, 

amino-terminal) que engloba ≈ 30 aminoácidos iniciales de su secuencia (27 para la secuencia 

de referencia XP_001705425) y el segundo con estructura α-helicoidal con formación de hélices 

superenrolladas (ROD, carboxi-terminal) que está constituido por el resto de los aminoácidos de 

la proteína (245 aminoácidos en la secuencia de referencia XP_001705425).  

Debido a la diana marcada por nuestra PCR convencional, el único dominio a estudio en el 

presente proyecto es el dominio ROD. La estructura tridimensional final con la formación de 

hélices superenrolladas depende de la interacción entre aminoácidos apolares y aminoácidos 

cargados del dominio ROD (Holberton et al., 1988), por lo que la sustitución de unos por otros en 

la secuencia debido a SNPs podría desencadenar la pérdida de la conformación final esperada.  

Algunos autores han demostrado que la existencia de prolinas y repeticiones combinatorias de 

serina–prolina–arginina (SPR) en el dominio ROD provocan un cambio en el plegamiento final 

proteico, alterando la estructura tridimensional enrollada. La presencia de estos aminoácidos 

conforma una región C-terminal altamente cargada (principalmente debido a la existencia de 

argininas) que típicamente genera una región intrínsecamente desordenada, sin una estructura 

tridimensional estable, ni conformación fija, pudiendo verse modificada según el entorno y su 

interacción con otras moléculas (Jiménez-Cardoso et al., 2009). Además, estas modificaciones 

a nivel genético se encontraron en cepas resistentes al tratamiento con albendazol, fármaco 

antiparasitario cuyo mecanismo de acción es provocar la disrupción de la organización del disco 

ventral de Giardia (Matadamas-Martínez et al., 2020). Estos resultados podrían indicar que 

alteraciones en genes estructurales del citoesqueleto del parásito, como bg, pueden ser 

responsables del desarrollo de resistencias frente a antiprotozoarios.  



DISCUSIÓN  |  215  
 

 

Algunas de las mutaciones con potencial carácter disruptivo, observadas en diferentes aislados 

caracterizados como genotipo B, son la sustitución de  L73P (Ref: XP_001705425), que implica 

la aparición de una prolina con capacidad de interrumpir la α-hélice, pudiendo romper la 

estructura secundaria, la mutación E105K (Ref: XP_001705425), que provoca una inversión de 

carga (de ácido glutámico a una lisina básica), pudiendo afectar a las interacciones 

electrostáticas, y las mutaciones I63T, I143T y A112T (Ref: XP_001705425), que introducen 

polaridad en regiones probablemente hidrofóbicas, pudiendo afectar el empaquetamiento 

durante la formación de las hélices superenrolladas. 

Sin embargo, la mutación con un posible mayor grado de efecto sobre el fenotipo del parásito 

portador se corresponde con un aislado caracterizado con el subgenotipo AII, con la deleción de 

adenina en la posición 568 (ref: AY072723). Esta deleción modifica el marco de lectura afectando 

a los aminoácidos desde el 205 (ref: XP_001705425) y sus consecutivos. Debido a nuestro 

margen de estudio que engloba únicamente hasta la posición 575 del gen de referencia de AII 

(AY072723), solo se pudieron corroborar 5 modificaciones aminoacídicas en la proteína 

AAL67658 (hasta la posición 194), con la aparición de una serina y dos argininas nuevas; sin 

embargo, si se prolongase esta cadena de sustituciones hasta el final de la secuencia primaria, 

empleando como molde la proteína de referencia de GDH XP_001705425, se obtendría la 

secuencia resultante que se muestra en la Tabla 46. 

Tabla 46. Comparativa entre la secuencia de referencia de GenBank XP_001705425 y su 

alternativa tras la mutación 568delA (ref: AY072723). 

>Proteína nativa: 

MSMFTSTRTLTQTMDKPDDLTRSATETAVKLSNMNQRVSRFHDKMENEIEVRRVDDDTRVKMIKDAIA
HLDRLIQTESRKRQASFEDIREEVKKSADNMYLTIKEEIDTMAANFRKSLAEMGDTLNNVETNLQNQIAI
HNDAIAALRKEALKSLNDLETGIATENAERKKMYDQLNEKVAEGFARISAAIEKETIARERAVSAATTEALT
NTKLVEKCVNEQLENVASEIRAIQEEIDREKAERKEAEDKIVNTLEDVVSKIQGGLSMVTKH 

>Proteína mutada: 

MSMFTSTRTLTQTMDKPDDLTRSATETAVKLSNMNQRVSRFHDKMENEIEVRRVDDDTRVKMIKDAIA
HLDRLIQTESRKRQASFEDIREEVKKSADNMYLTIKEEIDTMAANFRKSLAEMGDTLNNVETNLQNQIAI
HNDAIAALRKEALKSLNDLETGIATENAERKKMYDQLNEKVAEGFARISAAIEKETIARERAVSAARQKRS
QTRSSSRSASTSSSRTSPRRSALSRRRSTARRPSARRQRTRSSTLSRTSSRRSRAA 

Rojo: Secuencia afectada tras la mutación. 
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Como queda reflejado en la Tabla 46, esta mutación podría provocar un aumento considerable 

en la proporción de serinas, prolinas y argininas y sus combinaciones SPR similares a las 

reproducidas en aislados de G. intestinalis resistentes a albendazol (Jiménez-Cardoso et al., 

2009). Debido a este resultado, podría ser de gran relevancia clínica la confirmación de estas 

mutaciones mediante el estudio molecular de la secuencia completa de bg de este aislado, 

además de una evaluación del tratamiento parasitario prescrito y la respuesta terapéutica 

obtenida en este paciente. 

5.3.3.1.3. Comparativa Glutamato deshidrogenasa y β-giardina 

En la comparativa entre los resultados obtenidos de la caracterización de Giardia intestinalis 

realizada a partir de gdh o bg, cabe destacar que las mutaciones C165T, C324T, C393T, T471C 

(Ref: AY072727) que se repiten en secuencias del locus bg genotipo B, se corresponden con 

aislados que han sido tipificados con el subgenotipo BIV por gdh, estando ausentes en BIII y 

BIII/BIV. Este resultado se refuerza al analizar el estudio evolutivo de bg, donde las muestras con 

estas mutaciones (identificativos B6-8 y B11-19 de bg) se agrupan en un mismo clado, quedando 

separadas del resto. Por tanto, estos hallazgos podrían indicar que la prevalencia de BIV es 

superior a la documentada, donde las 7 secuencias que comparten estas mutaciones en el locus 

bg genotipo B (B6-B8, B12-B15) y sin resultado por gdh, podrían corresponderse con el 

subgenotipo BIV.  

La inexistencia de estas 4 mutaciones en las secuencias de bg que han sido identificadas como 

posibles coinfecciones BIII/BIV por gdh, nos vuelve a plantear las dudas analizadas en apartados 

anteriores, ya que si nos encontrásemos ante una verdadera coinfección de ambos 

subgenotipos, cabría esperar que se compartiesen estas mutaciones identificadas en el 

subgenotipo BIV con ausencia de BIII; lo que sugiere que estos aislados BIII/BIV no se 

corresponden con una coinfección real, sino con un proceso de divergencia genética, ya sea por 

recombinación o por acúmulo mutagénico por otros motivos, que afecta al locus gdh pero no a 

bg.  

Aun así, debido al escaso número de muestras y la elevada heterogeneidad de ambos genes, con 

los datos de este estudio no es posible realizar afirmaciones, siendo insuficientes para 

determinar polimorfismos de secuencia específicos que identifiquen los subgenotipos BIII y BIV 

en bg o confirmar coinfecciones de varios subgenotipos. Se necesita analizar estos mismos 

genes junto con otros más conservados para obtener una caracterización más certera y reforzar 

estas hipótesis planteadas. 
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5.3.3.2. Estudio sociodemográfico según genotipado 

5.3.3.2.1. Edad y sexo 

Además de las diferencias a nivel génico y filogenético encontradas entre los subgenotipos BIII y 

BIV, también se observaron diferencias epidemiológicas. Mientras que BIV se asoció a pacientes 

de corta edad, con una mediana de edad de 4,5 años (RIQ: 5 años) y edad máxima de 40 años, 

los pacientes parasitados con BIII fueron mayores, presentando una mediana de edad 

significativamente superior, 39 años (RIQ: 52 años) y abarcando al único anciano de nuestra 

población (70 años). De forma similar, también se observaron estas diferencias de edad entre 

BIV y AII, siendo superior la edad de los pacientes con AII (Mediana: 26 años [RIQ: 39 años]).  

Lamentablemente no existe evidencia científica que respalde la diferencia de edades entre 

subgenotipos de Giardia intestinalis, pero sí encontramos artículos que encuentran una mayor 

prevalencia del genotipo B en niños/as y del A en adultos (Minetti et al., 2015; Asher et al., 2016; 

El Basha et al., 2016; Wang et al., 2019). Debido a esto, se plantea la hipótesis de que los 

individuos de mayor edad puedan ser capaces de desarrollar algún tipo de inmunidad frente al 

genotipo B tras infecciones previas, lo que podría explicar por qué este genotipo es más común 

en niños/as (Zajaczkowski et al., 2021). Además, estas diferencias de prevalencia entre 

genotipos podrían derivar de la existencia de una distinta transmisión del parásito y genotipo 

entre ambas poblaciones (Wang et al., 2019).  

En el caso del género, a pesar de que existe una diferenciación en la prevalencia de G. intestinalis 

entre hombres y mujeres, como se ha documentado y analizado en apartados anteriores, estas 

discrepancias no se observan en el genotipo ni subgenotipo aislado entre ambos sexos. Aunque 

algunos autores asocian más el genotipo B a las mujeres adultas por el cuidado de menores 

(Feng & Xiao, 2011) debido a que los niños/as tienen una mayor prevalencia de B que de A, en 

nuestra población no se observó esta diferenciación por genotipos y género, ni una mayor 

proporción del subgenotipo BIV en mujeres entre 25-46 años (p=0,513), mayoritario en los 

niños/as de nuestro estudio; resultado que contrasta con la relación previamente establecida de 

contacto estrecho con menores y la prevalencia de Giardia en mujeres de este rango de edad, lo 

que debería ir correlacionado con la presencia del mismo subgenotipo entre ambas 

poblaciones. Estos resultados contradictorios podrían explicarse por la posible inmunidad en 

adultos frente al subgenotipo BIV, que es el predominante en la población pediátrica, junto con 

la posible existencia de infecciones de genotipos y subgenotipos mixtos donde se imponen unos 

sobre otros (Aguiar et al., 2016), pudiendo encontrar diferencias en esta predominancia según la 
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edad de los pacientes, por procesos todavía no comprendidos, donde los 

genotipos/subgenotipos minoritarios en estas infecciones genéticamente heterogéneas podrían 

quedar infradiagnosticados con los métodos de caracterización actuales empleados en nuestra 

metodología.  

5.3.3.2.2. Movimiento migratorio y movilidad internacional 

Se observó que un 80,0% (4/5) de los pacientes con BIII había viajado recientemente fuera de 

España previa recogida de muestra, siendo África el destino principal (75,0%, 3/4). En el lado 

opuesto, el 100,0% (n=22) de los pacientes con BIV eran españoles y solo un 4,5% (1/22) había 

salido del país. Existen evidencias de una diferente distribución de subgenotipos de B entre los 

distintos continentes y países del mundo; en África, la prevalencia del subgenotipo BIII 

predomina sobre el subgenotipo BIV, mientras que en América del Norte ocurre lo contrario y en 

Europa, Latinoamérica y Australia la distribución de ambos subgenotipos está más equilibrada 

(Sprong et al., 2009; Sarria-Guzmán et al., 2022). Esta elevada prevalencia de BIII en diferentes 

países de África concuerda con la posible relación geográfica en nuestra población, con un 

marcado porcentaje de pacientes parasitados con BIII y con viajes a este continente. En otros 

estudios de caracterización molecular llevados a cabo en España, este subgenotipo no se 

detecta (Mateo et al., 2014; Muadica et al., 2020; Hernández-Castro et al., 2023b), y en los que 

está presente, se incluye en la población a estudio individuos extranjeros, aunque no se informa 

si este subgenotipo se relaciona con la nacionalidad (De Lucio et al., 2015; Azcona-Gutiérrez et 

al., 2017). Sería de especial relevancia recabar estos datos en futuros proyectos para corroborar 

que estamos ante un subgenotipo importado a nuestro país y observar si hay una tendencia al 

alza en la prevalencia de BIII y otros subgenotipos menos prevalentes a fecha actual, tal y como 

se evidenció en Noruega, donde se demostró la capacidad de diseminación y permanencia de 

BIII tras un brote, observando la modificación de la composición genética de Giardia en el agua 

residual de la ciudad de Bergen, que seis meses antes del brote se basaba en el genotipo A, 

mientras que un año después se diversificó, encontrando tanto el genotipo A como BIII 

(Robertson et al., 2007). 

Al igual que BIV, encontramos una clara superioridad de pacientes españoles con AII (90,0%, 

9/10), con escasos reportes de viajes (10,0%, 1/10). Estos datos se comparten con la marcada 

prevalencia de estos dos subgenotipos en otros estudios españoles (Sahagún et al., 2008; Goñi 

et al., 2010; Mateo et al., 2014; De Lucio et al., 2015; Azcona-Gutiérrez et al., 2017; Wang et al., 

2019; Muadica et al., 2020; Cifre, 2021; Hernández-Castro et al., 2023b), siendo los 

predominantes en nuestro país y estando, a su vez, ampliamente distribuidos a nivel mundial. 
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En el caso de los subgenotipos con menor prevalencia, el único subgenotipo AI pertenecía a un 

paciente de Pakistán que envió la muestra después de regresar de su país natal. A nivel global, la 

prevalencia de AI suele ser menor en humanos que la de AII, estando AI principalmente asociado 

al ganado y mascotas (Sprong et al., 2009). Sin embargo, en Australia y algunos países de Asia se 

observa lo opuesto, con un mayor número de infecciones humanas por AI que por AII (Sprong et 

al., 2009; Al-Mohammed, 2011; Thakur et al., 2021), lo que, en nuestros datos, podría indicar la 

adquisición de esta infección por Giardia AI en el país de origen del paciente. 

El subgenotipo AIII se asocia a algunos rumiantes salvajes (Cacciò et al., 2008; Feng & Xiao, 

2011), existiendo escasos reportes en humanos en España, Rumanía y Nueva Zelanda (De Lucio 

et al., 2015; Costache et al., 2020; Garcia-R et al., 2021,). Sin embargo, diferentes subgenotipos 

ambiguos AII/AIII se han observado en individuos de diversos países alrededor del mundo (De 

Lucio et al., 2015; Azcona-Gutiérrez et al., 2017; Dacal et al., 2018; Rafiei et al., 2020; Messa et 

al., 2021; Sarzhanov et al., 2021; Sarria-Guzmán et al., 2022; Hernández-Castro et al., 2023b). En 

nuestro estudio, la paciente parasitada por AII/AIII se correspondía con una niña española que 

no tenía registrado ningún viaje reciente al extranjero. La marcada diferencia de hospedadores 

entre AII, que se aísla predominantemente en humanos, y AIII, que lo hace en animales, con la 

aparición común en humanos de subgenotipos ambiguos AII/AIII, podría indicar la existencia de 

interacción entre animales y personas (por ejemplo, en hogares con animales domésticos o en 

comunidades rurales) infectados por el parásito que genere el contacto con ambos 

subgenotipos y sus recombinaciones para generar este tipo de híbridos más adaptados a los 

humanos. Sin embargo, los subgenotipos AII y AIII difieren entre sí en sólo dos nucleótidos en los 

tramos de secuencia considerados en este estudio, por lo que, de nuevo, esta discrepancia entre 

los dos marcadores gdh y bg también podría derivar de la aparición de mutaciones que 

desencadenarían este subgenotipo AII/AIII sin necesidad de que haya recombinación entre 

ambos; problemática que podría ser resuelta con la secuenciación completa de los genes. 

Por último, el subgenotipo ambiguo o coinfección BIII/BIV se aisló en tres pacientes, quienes 

podrían haber adquirido el parásito en España, India o Pakistán, dado que realizaron viajes a 

estos países antes de la remisión de la muestra fecal. Este subgenotipo o coinfección está 

ampliamente distribuido a nivel mundial, con proporciones similares a las observadas de 

infecciones únicas de BIV en algunos países, así como varios reportes previos en España (Sprong 

et al., 2009; De Lucio et al., 2015; Dacal et al., 2018; Seguí et al., 2018; Hernández et al., 2019; 

Muadica et al., 2020; Messa et al., 2021; Sarzhanov et al., 2021); es por ello que no se puede 
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asociar a una ubicación geográfica específica, con su aparición y transmisión en nuestro país ya 

consolidada. 

5.3.3.2.3. Distribución geográfica 

Debido a que no se establecieron asociaciones entre ningún subgenotipo ni sus variantes 

génicas con polimorfismos compartidos y ningún Centro de Salud o zona de Valencia propuesta, 

se demuestra una circulación generalizada de estas variantes, sin ningún patrón de distribución 

geográfica o entre centros, lo que posiblemente se relacione con fuentes de contagio y vías de 

transmisión comunes en todas las zonas de Valencia y la diseminación por igual en toda la 

ciudad. 

Por otro lado, se observó una correlación entre la población extranjera parasitada por Giardia, 

concentrada en el norte de la ciudad, y la presencia restringida a esta zona de AI y BIII, 

subgenotipos previamente vinculados con la migración. Además, todos los pacientes residentes 

en el sur que presentaban Giardia eran de nacionalidad española y todos estuvieron infectados 

por BIV, subgenotipo asociado con la población española y considerado uno de los 

predominantes en nuestro país. Estos resultados se muestran similares a los recabados en el 

análisis de Blastocystis sp., encontrándose las variantes alélicas posiblemente asociadas a 

pacientes extranjeros, acumuladas en el norte de la ciudad, mientras que las autóctonas se 

mantienen en el sur. 

5.3.3.3. Estudio de la clínica asociada según genotipado 

Al igual que observábamos con Blastocystis sp., existe una gran prevalencia de portadores 

asintomáticos con Giardia intestinalis; se estima que entre el 50% y el 75% de las personas 

infectadas pueden no desarrollar manifestaciones clínicas (Carmena et al., 2012). Entre los 

pacientes que sí presentan síntomas, los más comunes incluyen diarrea y dolor abdominal 

(Zajaczkowski et al., 2021), siendo estos mismos los más frecuentemente observados en nuestra 

población, con un 38,0% (n=19) de diarrea aguda seguida de un 16,0% (n=8) de dolor abdominal. 

No establecimos ninguna asociación entre sintomatología y la parasitación por un 

genotipo/subgenotipo u otro. Aunque la mayoría de la literatura concuerda en que el genotipo B 

es más virulento y, por lo tanto, es más probable que genere manifestaciones clínicas (Homan & 

Mank, 2001; Sahagún et al., 2008; Xiao & Feng, 2017; Wang et al., 2019; Zajaczkowski et al., 

2021), otros estudios han observado asociaciones entre el genotipo A y síntomas 

gastrointestinales (Read et al., 2002; Aydin et al., 2004; Zajaczkowski et al., 2021). Estos 
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resultados discrepantes pueden derivar de diferencias en la metodología utilizada y las distintas 

poblaciones objeto de estudio; características del hospedador, como la respuesta 

inmunológica, juegan un papel crucial en el desarrollo de los síntomas, además, otros factores 

como la carga parasitaria y la presencia de coinfecciones pueden influir en la gravedad de la 

clínica, haciendo que genotipos o subgenotipos que pueden ser menos virulentos generen 

manifestaciones más graves. Serían necesarios más estudios que analicen los factores de 

virulencia en aquellas cepas que inducen una mayor sintomatología, teniendo en cuenta que no 

existe una asociación exclusiva con la tipificación molecular, sino que esta virulencia deriva de 

una interacción más compleja, que involucra aspectos multifactoriales relacionados con el 

hospedador, el propio parásito y el entorno intestinal, incluyendo la microbiota. 

A este escenario con tantas variables, hay que sumarle la posibilidad de que las infecciones no 

se deban únicamente a una población parasitaria clonal, sino a una genéticamente heterogénea, 

con infecciones mixtas en las que predomina un genotipo/subgenotipo sobre el otro y es el que 

se detecta con la metodología actual, y otros genotipos o subgenotipos menos abundantes que 

pasan desapercibidos (Aguiar et al., 2016). 

Entre todos estos factores, el estado inmunitario se ha establecido como clave para el desarrollo 

de sintomatología en las infecciones por G. intestinalis, existiendo diversa literatura que expone 

una mayor prevalencia y gravedad de síntomas en pacientes inmunodeprimidos (Mahdavi et al., 

2021; Dunn & Juergens, 2024). En nuestra población se observó una proporción ligeramente 

superior de pacientes inmunodeprimidos y sintomáticos que de población general (80,0% frente 

a 68,9%), sin establecer diferencias estadísticas entre la tipificación genética y la presencia de 

esta inmunosupresión. A diferencia de lo que ocurría con Blastocystis sp., el cual se observó en 

un considerable número de pacientes inmunodeprimidos y asintomáticos debido a la realización 

de controles rutinarios en esta población, para G. intestinalis no encontramos esta asociación, 

lo que apoyaría su mayor potencial patogénico. 

En cuanto a la influencia de la edad en el desarrollo de sintomatología, observamos en nuestra 

población que una mayor proporción de niños/as fueron asintomáticos, con respecto a los 

adultos (41,2% frente a 6,7%).  Este resultado se correlaciona con la detección de una carga 

parasitaria ligeramente inferior detectada en los menores, con una media superior de Ct (ciclo 

umbral) obtenida en la qPCR (24,7 para los niños/as y 22,3 para los adultos). Aunque existen 

estudios que achacan una mayor sintomatología en niños/as con respecto a sujetos de mayor 

edad (Carmena et al., 2012), varios trabajos llevados a cabo en España demuestran la elevada 

prevalencia de G. intestinalis en niños/as asintomáticos, con tasas de colonización que oscilan 
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entre 2,5% y hasta un 31,6% (Muadica et al., 2020; Köster et al., 2021a; Hernández-Castro et al., 

2023b). Encontramos diversa literatura que informa de que en áreas donde G. intestinalis es 

endémica, las exposiciones repetidas durante la primera infancia generan infecciones sin 

desarrollo de sintomatología gastrointestinal o, incluso, pudiendo ser protectora en la aparición 

de diarrea (Bartelt & Platts-Mills, 2016; Dougherty & Bartelt, 2022). Analizando los datos 

epidemiológicos de los pacientes menores de 15 años y asintomáticos en nuestra población, en 

un 28,6% (4/14) de los casos se trataban de cribados de salud realizados a niños/as extranjeros 

que procedían de áreas endémicas; aun así, el porcentaje de niños/as asintomáticos nacidos en 

España continúa siendo considerablemente superior al de los adultos (33,3% [10/29] frente al 

7,1% [1/14]). Hay que tener en cuenta el posible sesgo debido a la mayor realización de 

exámenes de salud en niños/as con síntomas más difusos que en los adultos, como irritabilidad 

y cambios en el apetito, lo que genera una mayor detección de Giardia en ausencia de síntomas 

típicos de enfermedad gastrointestinal en esta población, que son los evaluados en este estudio. 

Es importante reseñar que, principalmente en zonas endémicas donde se ha reportado un 

elevado número de infecciones persistentes y subclínicas de G. intestinalis en niños/as, varios 

estudios informan de que, aunque haya ausencia de síntomas gastrointestinales, las infecciones 

crónicas pueden desencadenar otras patologías en la población infantil como anemia, retraso 

del crecimiento o deterioro del desarrollo neurocognitivo (Savioli et al., 2006; Halliez & Buret, 

2013; Bartelt & Platts-Mills, 2016; Lehto et al., 2019; Dougherty & Bartelt, 2022). Algunos autores 

relacionan estas infecciones crónicas al subgenotipo ambiguo AII/AIII, remarcando la resistencia 

al tratamiento mantenida por este subgenotipo (De Lucio et al., 2015; Hernández-Castro et al., 

2023b). En nuestra población se diagnosticaron 4 niños/as con procesos de reinfección o 

giardosis crónica, con aislamientos del parásito en episodios que diferían entre sí en un lapso de 

6 meses o más, sin embargo, no encontramos en este grupo a la paciente parasitada por AII/AIII. 

Debido a que únicamente se realizó caracterización molecular en una de las muestras por 

paciente remitidas durante los años de estudio, no es posible diferenciar si nos encontramos 

ante eventos de infección a largo plazo (posiblemente se detectaría la misma variante génica de 

forma crónica) o ante una reinfección (posibilidad de identificación de diferentes variantes); sería 

de especial interés el seguimiento y análisis de diferentes muestras de heces donde se detecte 

G. intestinalis a lo largo del tiempo, para determinar la verdadera prevalencia de infecciones 

crónicas y si realmente hay asociación de algún subgenotipo con esta cronicidad. 

Además de la sintomatología gastrointestinal clásica que se le atribuye a este parásito, también 

se ha relacionado con afectaciones cutáneas de la piel, como urticaria crónica, angioedema y 
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dermatitis atópica (Humbert et al., 2017), existiendo diferentes casos en la literatura en los 

cuales tras el tratamiento frente a G. intestinalis, la clínica dermatológica desaparece (Weisman, 

1979; Nenoff et al., 2006; Yildiz Ozkaya et al., 2022). El mecanismo por el que se desarrollan estas 

patologías puede deberse a procesos inflamatorios, de hiperpermeabilidad intestinal o 

reacciones alérgicas que provoca la infestación por G. intestinalis (Humbert et al., 2017). 

Estudios recientes demuestran la capacidad de Giardia de desencadenar una respuesta 

inmunitaria temprana de tipo 2 (Th2) en el intestino, la cual podría predisponer a una mayor 

reactividad alérgica (Sardinha-Silva et al., 2024), además, el daño que ocasiona en la mucosa 

intestinal puede favorecer la mayor penetración de antígenos alimentarios y aumentar la 

sensibilización y el desarrollo de estas patologías (Di Prisco et al., 1998). En nuestra población, 

un 32,0% (16/50) de los pacientes sufría de alguna enfermedad alérgica y un 20,0% (10/50) 

presentaba trastornos cutáneos, observándose que un 70,0% (7/10) de los pacientes con 

afectaciones dermatológicas también tenían antecedentes de alergia. No se consiguió 

establecer asociaciones entre el genotipo/subgenotipo y el desarrollo de estas condiciones.  

Por último, se estudió la posible asociación entre G. intestinalis y la eosinofilia. A pesar de que 

los protozoos no se relacionan con este signo, donde las infecciones por Giardia generalmente 

no provocan anomalías hematológicas, encontramos estudios que muestran una elevación de 

eosinófilos en sangre relacionados con la infección por este parásito (Ortiz Arduan et al., 1990; 

Ferrante et al., 1991; Aguiar et al., 2011; Ahmad et al., 2011), e incluso patologías más graves 

como derrame pleural eosinofílico bilateral (Singh et al., 2013) y miocarditis eosinofílicas 

fulminantes (Robaei et al., 2014; Dzierwa et al., 2016; Avsar et al., 2019; Beuy & Wiwanitkit, 2019), 

todos ellos sin obtener otros datos clínicos ni de laboratorio que pudieran explicar estas 

afecciones; además de la remisión de la sintomatología tras el tratamiento frente a la giardiosis. 

En nuestros datos no se observó la marcada eosinofilia que señalan otros autores. A pesar de 

detectar un 33,3% (8/24) de pacientes con eosinofilia, el 50,0% de ellos presentaba alguna 

condición alérgica y el 25,0% tenía una infección concomitante con helmintos, lo cual podría 

explicar el aumento en los niveles de eosinófilos detectado, por lo que no sería posible atribuir a 

Giardia como la causa de dicha elevación. Además, no se relacionó ningún genotipo o 

subgenotipo específico con la aparición de eosinofilia en estos pacientes. 
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5.4. LIMITACIONES DEL ESTUDIO Y PROPUESTAS DE FUTURO 

La principal limitación que encontramos en este estudio es la población analizada, tratándose 

de pacientes que remiten sus muestras fecales para estudio parasitológico al hospital, 

principalmente sintomáticos, sin una representación real de la población en general. A pesar de 

que contamos con individuos asintomáticos, la mayor parte de ellos forman parte de colectivos 

específicos, como inmunodeprimidos y pacientes procedentes de países con alta prevalencia 

parasitaria, por lo que la prevalencia y diversidad genética parasitaria real en la población de 

Valencia no puede ser inferida a partir de nuestros resultados.  

Además, el uso exclusivo de la microscopía óptica como diagnóstico, siendo la técnica 

disponible en el laboratorio durante los años de estudio, podría llevar a la pérdida de muestras 

positivas, ya que su sensibilidad es menor en comparación con otros métodos, como la qPCR. 

Del mismo modo, el estudio MLST empleado, basado en los genes típicamente utilizados para la 

caracterización molecular de Giardia intestinalis (gdh y bg), podría haber reducido la tasa de éxito 

en el genotipado de este parásito. 

En el futuro, sería de especial relevancia repetir un estudio similar, abarcando un mayor tamaño 

muestral y más representativo de la población general, junto con el despistaje de coinfecciones 

víricas y bacterianas según síntomas concretos y el empleo de cuestionarios individualizados 

que incluyan el estudio de diferentes factores de riesgo diferenciales, como variaciones en las 

condiciones ambientales y ocupacionales de cada individuo, con el fin de establecer 

asociaciones más sólidas sobre la adquisición parasitaria y sus variantes genéticas. Además, 

sería interesante implementar nuevas técnicas de diagnóstico, como la qPCR, y ampliar el 

estudio mediante análisis de las secuencias completas de ssu ADNr en Blastocystis sp. que 

cumplan criterios para ser considerados nuevos subtipos y, en el caso de G. intestinalis, estudiar 

nuevos genes más conservados que permitan una caracterización molecular más precisa, 

además de profundizar en el análisis de las mutaciones encontradas con su repercusión en las 

proteínas resultantes y su posible relación con efectos fenotípicos en el parásito.  

Por último, realizar estudios longitudinales con protocolos de seguimiento de los pacientes 

podría ayudar a la identificación de infecciones refractarias al tratamiento antiparasitario y 

diferenciar entre infecciones crónicas y reinfecciones, proporcionando un análisis más 

detallado de estas parasitaciones. 
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Del análisis de los resultados y su discusión se obtienen las siguientes conclusiones: 

1. En nuestro Área de Salud, mediante microscopía óptica, Blastocystis sp. y Giardia intestinalis 

son los protistas intestinales más frecuentemente aislados en muestras de heces; no 

presentan patrón estacional, pero Blastocystis sp. muestra un aumento de casos con el paso 

de los años, a diferencia de G. intestinalis, que se mantiene estable. 

 

2. La edad y otros datos sociodemográficos son clave para orientar la sospecha clínica: 

Blastocystis sp. es más frecuente en adultos mayores y G. intestinalis en niños con rango de 

edad entre 0-5 años. 

 

3. El subtipo predominante de Blastocystis sp. es ST1, seguido de ST2 y ST4, con especial 

relevancia la elevada prevalencia de ST6. Se observan diferencias en la prevalencia de los 

subtipos según factores como la migración (ST3 posiblemente importado a nuestro Área de 

Salud), sexo y edad (ST1 más frecuente en niños y varones, ST4 y ST6 en pacientes de mayor 

edad, siendo ST4 más común en mujeres).  

 

4. Existe una gran diversidad genética en los subtipos ST2, ST3 y ST6, lo que sugiere un posible 

origen polifilético. Por otro lado, los subtipos ST1 y ST4 muestran una mayor homogeneidad 

genética, lo que puede indicar un origen monofilético con una transmisión común. 

 

5. El subgenotipo predominante de G. intestinalis es BIV, seguido de AII y BIII. Se observó una 

mayor frecuencia de BIV en niños/as y AII en adultos, además de la posible importación de 

BIII desde África. 

 

6. La variante genética de Blastocystis sp. y G. intestinalis parece no determinar el desarrollo 

de sintomatología, la cual probablemente depende de múltiples factores. 

 

7. La elevada prevalencia de pacientes inmunodeprimidos asintomáticos con Blastocystis sp. 

refuerza su posible carácter comensal. Estos resultados no se repitieron con G. intestinalis. 

 

8. Se recomienda un valor límite de Ct ≈ 30 (29,8) en las pruebas de qPCR para ssu ADNr de G. 

intestinalis, por encima del cual no sería recomendable realizar pruebas de PCR 

convencional para caracterización molecular, debido la baja probabilidad de obtener 

resultados.
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8.1. ANEXO I. Dictamen del comité de ética 
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8.2. ANEXO II: Secuencias de referencia de GenBank empleadas para la 

caracterización molecular de Giardia intestinalis 

8.2.1. Secuencias gdh 

>L40509.1 Giardia lamblia (isolate Ad-1) NADP-dependent glutamate dehydrogenase (gdh) gene, 

partial cds 

ATCTTCCGCGTGCCCTGGATGGATGACGCTGGACGCATCAACGTCAACCGCGGCTTCCGTGTCCAG
TACAACTCTGCTCTCGGCCCCTACAAGGGTGGCCTCCGCTTCCACCCCTCTGTCAATCTTTCGATTCT
CAAGTTCCTCGGTTTCGAGCAGATCCTGAAGAACTCCCTCACCACGCTCCCGATGGGCGGCGGCA
AGGGCGGCTCCGACTTTGACCCAAAGGGCAAGTCCGACAACGAGGTCATGCGCTTCTGCCAGTCC
TTCATGACCGAGCTCCAGAGGCACGTCGGCGCCGACACTGACGTTCCTGCCGGCGACATCGGCGT
CGGCGCCCGCGAGATCGGGTACCTGTACGGACAGTACAAGCGCCTGAGGAACGAGTTCACAGGC
GTCCTCACAGGCAAGAACGTCAAGTGGGGCGGGTCTTTCATCAGGCCGGAGGCCACGGGCTATGG
CGCTGTCTACTTCCTGGAGGAGATGTGCAAGGACAACAACACTGTGATCAGGGGTAAGAACGTCCTT
CTTTCTGGCTCCGGCAACGTTGCCCAGTTTGCTTGCGAGAAGCTCATTCAGCTCGGCGCAAAGGTC
CTCACCTTCTCAGACTCCAACGGGACCATTGTCGACAAGGACGGGTTCAACGAGGAGAAGCTGGC
CCACCTCATGTACCTCAAGAACGAGAAGCGTGGG 

>L40510.1 Giardia lamblia (isolate Ad-2) NADP-dependent glutamate dehydrogenase (gdh) gene, 

partial cds 

ATCTTCCGCGTGCCCTGGATGGATGACGCTGGACGCATCAACGTCAACCGCGGCTTCCGTGTCCAG
TACAACTCTGCTCTCGGCCCCTACAAGGGTGGCCTCCGCTTCCACCCCTCTGTCAATCTTTCGATTCT
CAAGTTCCTCGGTTTCGAGCAGATCCTGAAGAACTCCCTCACCACGCTCCCGATGGGCGGCGGCA
AGGGCGGCTCCGACTTTGACCCAAAGGGCAAGTCCGACAACGAGGTCATGCGCTTCTGCCAGTCC
TTCATGACCGAGCTCCAGAGGCACGTCGGCGCCGACACTGACGTTCCTGCCGGCGACATCGGCGT
CGGCGCCCGCGAGATCGGGTACCTGTACGGACAGTACAAGCGCCTGAGGAACGAGTTCACAGGC
GTCCTCACAGGCAAGAACGTCAAGTGGGGCGGGTCCTTCATCAGGCCGGAGGCTACGGGCTATGG
CGCTGTCTACTTCCTGGAGGAGATGTGCAAGGACAACAACACTGTGATCAGGGGTAAGAACGTCCTC
CTTTCTGGCTCCGGCAACGTTGCCCAGTTTGCTTGCGAGAAGCTCATTCAGCTTGGCGCAAAGGTCC
TCACCTTCTCAGACTCCAACGGGACCATTGTCGACAAGGATGGGTTCAACGAGGAGAAGCTGGCTC
ACCTCATGTACCTCAAGAACGAGAAGCGCGGG 

>EU637582.1 Giardia intestinalis isolate ISSGdA614 glutamate dehydrogenase gene, partial cds 

ATGACCGAGCTTCAGAGGCACGTCGGCGCCGACACTGACGTTCCTGCCGGCGACATCGGCGTCG
GCGCCCGCGAGATCGGCTATCTGTATGGGCAGTACAAGCGCCTGAGGAACGAGTTCACAGGCGTT
CTCACAGGCAAGAACGTCAAGTGGGGCGGGTCCTTCATCAGGCCGGAGGCCACGGGCTATGGTG
CCGTCTACTTCCTGGAGGAGATGTGCAAGGACAACAATACCGTGATCAGGGGCAAGAATGTCCTCCT
TTCTGGCTCCGGCAACGTCGCTCAGTTTGCTTGCGAGAAGCTCATTCAGCTCGGCGCAAAGGTCCT
CACATTCTCAGACTCCAATGGGACCATTGTCGACAAGGACGGGTTCAACGAGGAGAAGCTGGCCCA
CCTCATGTACCTCAAGAACGAGAAGCGTGGGCGCGTCTCCGAGTTCAAGGATAAGTATCCTAGCGTC
GCGTACTATGAAGGTAAGAAGCCCTGGGAGTGCTTCGAGGGCCAGGTGGATTGCATCATGCCTTGC
GCCAC 
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>AF069059.1 Giardia intestinalis cell-line BAH-12 glutamate dehydrogenase (gdh) gene, partial 

cds 

ATCAACGTTAACCGCGGCTTCCGTATCCAGTACAACTCCGCTCTCGGGCCCTACAAGGGTGGTCTC
CGCTTCCACCCCTCTGTCAACCTCTCGATCCTCAAGTTCCTCGGCTTTGAGCAGATCCTGAAGAACT
CCCTTACCACGCTTCCGATGGGCGGTGGTAAGGGCGGCTCCGACTTCGATCCTAAGGGCAAGTCG
GACAACGAGGTCATGCGCTTTTGCCAGTCCTTTATGACTGAGCTCCAGAGGCACGTCGGGGCTGAC
ACCGACGTTCCTGCTGGCGATATTGGCGTCGGCGGTCGCGAGATCGGTTATCTGTTTGGACAGTACA
AGCGCCTCAGGAACGAGTTCACGGGCGTCCTCACGGGCAAGAACATCAAGTGGGGCGGGTCTCTC
ATCAGGCCAGAGGCCACAGGGTATGGAGCTGTCTACTTCCTGGAGGAGATGTGCAAGGATAACAACA
CCGTAATCAGGGGCAAGAACGTCCTTCTCTCTGGCTCTGGCAACGTTGCCCAGTACGCGTGCGAGA
AGCTCCTCCAGCTCGGTGCGAAGGTCCTCACCTTCTCGGACTCCAACGGGACTATCGTCGATA 

>L40508.1 Giardia lamblia (isolate Ad-7) NADP-dependent glutamate dehydrogenase (gdh) gene, 

partial cds 

ATGTTCCGTGTCCCCTGGATGGACGACGCCGGACGCATCAACGTCAACCGCGGCTTCCGTATCCAG
TACAACTCCGCTCTCGGGCCCTACAAGGGTGGTCTCCGCTTCCACCCCTCTGTCAACCTCTCGATC
CTTAAGTTCCTCGGCTTTGAGCAGATCCTGAAGAACTCCCTTACCACGCTTCCGATGGGCGGTGGTA
AGGGCGGCTCCGACTTCGATCCTAAGGGCAAGTCGGACAACGAGGTCATGCGCTTCTGCCAGTCCT
TTATGACCGAGCTCCAGAGGCACGTCGGGGCTGACACCGACGTTCCTGCTGGCGATATTGGCGTCG
GCGGTCGCGAGATCGGTTATCTGTTTGGACAGTATAAGCGCCTCAGGAACGAGTTTACGGGCGTCCT
CACGGGCAAGAACATCAAGTGGGGCGGGTCTCTCATCAGACCAGAGGCCACAGGGTATGGAGCTG
TCTACTTCCTGGAGGAGATGTGCAAGGATAACAACACCGTAATCAGGGGCAAGAACGTCCTCCTCTC
TGGCTCTGGCAACGTTGCTCAGTACGCGTGCGAGAAGCTCCTCCAGCTCGGTGCGAAGGTCCTCAC
CTTCTCGGACTCCCACGGGACTATCGTCGATAAGGATGGCTTCAACGAGGAGAAGCTGGCCCACCT
CATACACCTCAAGAATGAGAAGCGCGGG 

8.2.2.  Secuencias bg 

>AY655702.1 Giardia intestinalis beta-giardin gene, partial cds 

AGCAGGTTCCATGACAAGATGGAGAACGAGATCGAGGTCCGCCGCGTCGACGACGACACGCGCGT
GAAGATGATCAAGGACGCCATTGCACACCTCGACAGGCTCATCCAGACGGAGTCGAGGAAGCGCC
AGGCCTCGTTCGAGGACATCCGCGAGGAGGTCAAGAAGTCCGCCGACAACATGTACCTAACGATCA
AGGAGGAGATCGACACCATGGCTGCAAACTTCCGCAAGTCCCTTGCGGAGATGGGCGACACACTC
AACAACGTTGAGACAAATCTCCAGAACCAGATCGCCATCCATAACGACGCCATCGCGGCTCTCAGG
AAGGAGGCTCTCAAGAGCCTGAACGATCTCGAGACGGGCATTGCCACGGAGAACGCAGAAAGGAA
GAAGATGTACGACCAGCTCAACGAGAAGGTCGCAGAGGGCTTCGCCCGCATCTCCGCCGCGATCG
AGAAGGAGACGATCGCCCGCGAGAGGGCCGTTAGCGCTGCCACGACAGAAGCGCTCACAAACAC
GAAGCTCGTCGAGAAGTGCGTCAACGAGCAGCTCGAGAACGTCGCCTCGGAGATCCGCGCTATCC
AGGAGGAGATCGACCGCGAGAAGGCCGAGCGCAAGGAGGCAGAGGACAAGATCGTCAACACTCT
CGAGGACGT 

>AY072723.1 Giardia intestinalis strain KC8 beta giardin mRNA, partial cds 

AAGCCCGACGACCTCACCCGCAGTGCGACCGAGACGGCGGTCAAGCTCAGCAACATGAACCAGC
GCGTCAGCAGGTTCCACGACAAGATGGAGAACGAGATCGAGGTCCGCCGCGTCGACGACGACAC
GCGCGTGAAGATGATCAAGGACGCCATCGCACACCTCGACAGGCTCATCCAGACGGAGTCGAGGA
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AGCGCCAGGCCTCGTTCGAGGACATCCGCGAGGAGGTCAAGAAGTCCGCCGACAACATGTACCTA
ACGATCAAGGAGGAGATCGACACCATGGCTGCAAACTTCCGCAAGTCCCTTGCGGAGATGGGCGA
CACACTCAACAACGTTGAGACAAATCTCCAGAACCAGATCGCCATCCATAACGACGCCATCGCGGC
TCTCAGGAAGGAGGCCCTCAAGAGCCTGAACGATCTCGAGACGGGCATTGCCACGGAGAACGCAG
AAAGGAAGAAGATGTACGACCAGCTCAACGAGAAGGTCGCAGAGGGCTTCGCCCGCATCTCCGCC
GCGATCGAGAAGGAGACGATCGCCCGCGAGAGGGCCGTTAGTGCTGCCACGACAGAAGCGCTCA
CAAACACGAAGCTCGTCGAGAAGTGCGTCAACGAGCAGCTCGAGAACGTCGCCTCGGAGATCCGC
GCTATCCAGGAGGAGATCGACCGCGAGAAGGCCGAGCGCAAGGAGGCAGAGGACAAGATCGTCA
ACACTCTCGAGGACGTCGTCTCGAAGATCCAGGGCGGCCTC 

>AY072724.1 Giardia intestinalis strain ISSGF7 beta giardin mRNA, partial cds 

AAGCCCGACGACCTCACCCGCAGTGCGACCGAGACGGCGGTCAAGCTCAGCAACATGAACCAGC
GCGTCAGCAGGTTCCACGACAAGATGGAGAACGAGATCGAGGTCCGCCGCGTCGACGACGACAC
GCGCGTGAAGATGATCAAGGACGCCATCGCACACCTCGACAGGCTCATCCAGACGGAGTCGAGGA
AGCGCCAGGCCTCGTTCGAGGACATCCGCGAGGAGGTCAAGAAGTCCGCCGACAACATGTACCTA
ACGATCAAGGAGGAGATCGACACCATGGCTGCAAACTTCCGCAAGTCCCTTGCGGAGATGGGCGA
CACACTCAACAACGTTGAGACAAATCTCCAGAACCAGATCGCCATCCATAACGACGCCATCGCGGC
TCTCAGGAAGGAGGCCCTCAAGAGCTTGAACGACCTCGAGACGGGCATTGCCACGGAGAACGCAG
AAAGGAAGAAGATGTACGACCAGCTCAACGAGAAGGTCGCAGAGGGCTTCGCCCGCATCTCCGCC
GCGATCGAGAAGGAGACGATCGCCCGCGAGAGGGCCGTTAGTGCTGCCACGACAGAAGCGCTCA
CAAACACGAAGCTCGTCGAGAAGTGCGTCAACGAGCAGCTCGAGAACGTCGCCTCGGAGATCCGC
GCTATCCAGGAGGAGATCGACCGCGAGAAGGCCGAGCGCAAGGAGGCAGAGGACAAGATCGTCA
ACACTCTCGAGGACGTCGTCTCGAAGATCCAGGGCGGCCTC 

>AY072727.1 Giardia intestinalis strain BAH8 beta giardin mRNA, partial cds 

AAGCCCGACGACCTCACCCGCAGTGCGACTGAGACGGCAGTCAAGCTCAGCAACATGAACCAGC
GCGTCAGCAGGTTCCACGACAAGATGGAGAACGAGATCGAGGTCCGCCGCGTCGACGACGACAC
GCGTGTGAAGATGATCAAGGACGCCATCGCGCACCTCGACAGACTCATCCAGACAGAGTCGAGGAA
GCGCCAGGCCTCGTTCGAGGACATCCGCGAGGAAGTCAAGAAGTCTGCCGACAACATGTACCTGA
CGATCAAGGAGGAGATCGACACCATGGCCGCAAACTTCCGCAAGTCTCTCGCTGAGATGGGCGAC
ACGCTCAACAACGTCGAGACGAACCTCCAGAACCAGATCGCCATCCACAACGACGCCATCGCAGC
CCTCAGGAAGGAGGCCCTCAAGAGCCTGAACGACCTCGAGACAGGCATCGCCACGGAGAACGCC
GAGAGGAAGAAGATGTATGACCAGCTCAACGAGAAAGTCGCAGAGGGCTTCGCCCGCATCTCCGCT
GCCATCGAGAAGGAGACGATCGCCCGCGAGAGGGCCGTCAGCGCCGCCACGACAGAGGCCCTC
ACAAACACGAAGCTCGTCGAGAAGTGCGTCAACGAGCAGCTCGAGAACGTCGCCTCGGAGATCCG
CGCCATCCAGGAGGAGATCGACCGCGAGAAGGCAGAGCGCAAGGAGGCAGAGGACAAGATCGTC
AACACACTCGAGGACGTCGTCTCGAAGATCCAGGGCGGCCTC 
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8.3. ANEXO III: Secuencias de referencia de PUBMLST Blastocystis empleadas 

para la caracterización molecular de Blastocystis sp. 

Alelo 4. Allele information - 18S_rRNA_barcode: 4 

TATAGTTTATTTGGTGAAGTGTACTACTTGGATAACCGTAGTAATTCTAGGGCTAATACATGAGAAAGTCCT
CTGGTGAGGTGTGTTTATTAGAATGAAAACCATATGCTTCGGCATGATAGTGAGTAATAGTAACCTATCGT
ATCGCATGCTTAATGTAGCGATGAGTCTTTCAAGTTTCTGCCCTATCAGCTTTCGATGGTAGTATATGGG
CCTACCATGGCAGTAACGGGTAACGAAGAATTTGGGTTCGATTTCGGAGAGGGAGCCTGAGAGATGG
CTACCACATCCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGTAAATTACCCAATCCTGACACAGGGAGGTAGTGACA
ATAAA 

Alelo 9. Allele information - 18S_rRNA_barcode: 9 

TATAGTTTATTTGGTGAAGGATACTAATTGGATAACCGTAGTAATTCTAGGGCTAATACATGAGTAAAGTCC
CGTTGGGATGTGTTTATTAGAATGAAAACCATATGCTTCGGCATGATAGTGAGTAATAGTAACCTATCGTA
TCGCATGCTTAATGTAGCGATGAGTCTTTCAAGTTTCTGCCCTATCAGCTTTCGATGGTAGCATATGGGT
CTACCATGGCAGTAACGGGTAACGAAGAATTTGGGTTCGATTTCGGAGAGGGAGCCTGAGAGATGGC
TACCACATCCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGTAAATTACCCAATCCTGACACAGGGAGGTAGTGACAA
TAAA 

Alelo 11. Allele information - 18S_rRNA_barcode: 11 

TATAGTTTATTTGGTGAAGGATACTAATTGGATAACCGTAGTAATTCTAGGGCTAATACATGAGTAAAGTCC
CGTTGGGATGTGTTTATTAGAATGAAAACCATATGCTTCGGCATGATAGTGAGTAATAGTAACCTATCGTA
TCGCATGCTTAAAGTAGCGATGAGTCTTTCAAGTTTCTGCCCTATCAGCTTTCGATGGTAGCATATGGGT
CTACCATGGCAGTAACGGGTAACGAAGAATTTGGGTTCGATTTCGGAGAGGGAGCCTGAGAGATGGC
TACCACATCCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGTAAATTACCCAATCCTGACACAGGGAGGTAGTGACAA
TAAA 

Alelo 12. Allele information - 18S_rRNA_barcode: 12 

TATAGTTTATTTGGTGAAGGATACTAATTGGATAACCGTAGTAATTCTAGGGCTAATACATGAGTAAAGTCC
CATTGGGATGTGTTTATTAGAATGAAAACCATATGCTTCGGCATGATAGTGAGTAATAGTAACCTATCGTAT
CGCATGCTTAAAGTAGCGATGAGTCTTTCAAGTTTCTGCCCTATCAGCTTTCGATGGTAGCATATGGGTC
TACCATGGCAGTAACGGGTAACGAAGAATTTGGGTTCGATTTCGGAGAGGGAGCCTGAGAGATGGCT
ACCACATCCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGTAAATTACCCAATCCTGACACAGGGAGGTAGTGACAAT
AAA 

 

Alelo 21. Allele information - 18S_rRNA_barcode: 21 

TATAGTTTATTTGATGCAATCTACTACTTGGATAACCGTAGTAATTCTAGAGCTAATACATGGTAAAGTCCT
CAACTTGTGAAGAGGTGTATTTATTAGAATGAAAACCAGTAGACTTAGTCTATTCGTGAGTAATAATAACTT
ATCATATCGCATGCTTAGGTAGCGATATGTCTTTCAAGTTTCTGCCCTATCAGCTTTCGATGGTAGTGTAT
TGGACTACCATGGCAGTAACGGGTAACGAAGAATTTGGGTTCGATTTCGGAGAGGGAGCCTGAGAGA
TGGCTACCACATCCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGTAAATTACCCAATCCTGACACAGGGAGGTAGTG
ACAATAAA 
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Alelo 34. Allele information - 18S_rRNA_barcode: 34 

TATAGTTTATTTGATGAAGAATACTAATTGGATAACCGTAGTAATTCTAGAGCTAATACATGTATAAAGTCTT
GTAGACTGCATTTATTAGAATGAAAACCATAGGTTTCGGCCTATTCGTGAGTAATAATAACTAATCATATC
GTATGCTTATGTAACGATGTGTCTTTCAAGTTTCTGCCCTATCAGCTTTCGATGGTAGTGTATTGGACTAC
CATGGCAGTAACGGGTAACGAAGAATTTGGGTTCGATTTCGGAGAGGGAGCCTGAGAGATGGCTACC
ACATCCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGTAAATTACCCAATCCTGACACAGGGAGGTAGTGACAATAAA 

Alelo 36. Allele information - 18S_rRNA_barcode: 36 

TATAGTTTATTTGATGAAGAATACTAATTGGATAACCGTAGTAATTCTAGAGCTAATACATGTATAAAGTCTT
GTAGACTGCATTTATTAGAATGAAAACCATAGGTTTCGGCCTATTCGTGAGTAATAATAACTAATCATATC
GTATGCTTAAGTAACGATGTGTCTTTCAAGTTTCTGCCCTATCAGCTTTCGATGGTAGTGTATTGGACTAC
CATGGCAGTAACGGGTAACGAAGAATTTGGGTTCGATTTCGGAGAGGGAGCCTGAGAGATGGCTACC
ACATCCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGTAAATTACCCAATCCTGACACAGGGAGGTAGTGACAATAAA 

Alelo 37. Allele information - 18S_rRNA_barcode: 37 

TATAGTTTATTTGATGAAGAATACTAATTGGATAACCGTAGTAATTCTAGAGCTAATACATGTATAAAGTCTT
GTAGACTGCATTTATTAGAATGAAAACCATAGGTTTCGGCCTATTCGTGAGTAATAATAACTAATCATATC
GTATGCTTACGTAACGATGTGTCTTTCAAGTTTCTGCCCTATCAGCTTTCGATGGTAGTGTATTGGACTAC
CATGGCAGTAACGGGTAACGAAGAATTTGGGTTCGATTTCGGAGAGGGAGCCTGAGAGATGGCTACC
ACATCCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGTAAATTACCCAATCCTGACACAGGGAGGTAGTGACAATAAA 

Alelo 42. Allele information - 18S_rRNA_barcode: 42 

TATAGTTTATTTGATGAAAAGTACTACTTGGATAACCGTAGTAATTCTAGAGCTAATACATGATAAAATCCTC
GACTTTGAAGAGGTGTATTTATTAGAATGAAACCAATAGACTTCGGTCTGTTTGTGAGTAATAATAACTAAT
CGTATCGCATGCTTAGGTAGCGATATGTCTTTCAAGTTTCTGCCCTATCAGCTTTGGATGGTAGTGTATTG
GACTACCATGGCAGTAACGGGTAACGAAGAATTTGGGTTCGATTTCGGAGAGGGAGCCTGAGAGATG
GCTACCACATCCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGTAAATTACCCAATCCTGACATAGGGAGGTAGTGAC
AATAAA 

Alelo 92. Allele information - 18S_rRNA_barcode: 92 

TATAGTTTATTTGATGAAAAGTACTACTTGGATAACCGTAGTAATTCTAGAGCTAATACATGATAAAATCCTC
GACTTTGAAGAGGTGTATTTATTAGAATGAAACCAAGAGACTTCGGTCTATTTGTGAGTAATAATAACTAAT
CGTATCGCATGCTTAGGTAGCGATATGTCTTTCAAGTTTCTGCCCTATCAGCTTTGGATGGTAGTGTATTG
GACTACCATGGCAGTAACGGGTAACGAAGAATTTGGGTTCGATTTCGGAGAGGGAGCCTGAGAGATG
GCTACCACATCCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGTAAATTACCCAATCCTGACATAGGGAGGTAGTGAC
AATAAA 

Alelo 99. Allele information - 18S_rRNA_barcode: 99 

TATAGTTTATTTGGAATAGTTTCTATATGGATAACCGTAGTAATTCTAGGGCTAATACATGTGTTTTCTTTGGT
GGGCAACCATTAAAGAAGTACTTATTAGACATAAAACCAATTTAATGTTGTTGTGAGTAATAATAATTGTTG
ACTTTATCGCATGCTTGTTAGTAGCGATGTTCCTTTCAAGTTTCTGCCCTATCAGCTTTCGATGGTAGTGT
ATTGGACTACCATGGCAGTAACGGGTAACGAAGAATTTGGGTTCGATTTCGGAGAGGGAGCCTGAGA
GATGGCTACCACATCCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGTAAATTACCCAATCCTGACACAGGGAGGTAG
TGACAATAAA 
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Alelo 104. Allele information - 18S_rRNA_barcode: 104 

TATAGTTTATTTGGAATAGTTTCTATATGGATAACCGTAGTAATTCTAGGGCTAATACATGTGTTTTCTTTGAT
GGGCAACCATTAAAGAAGTACTTATTAGGCATAAAACCAATTTAATGTTGTTGTGAGTAATAATAATTGTTG
ACTTTATCGCATGCTTGTTAGTAGCGATGTTCCTTTCAAGTTTCTGCCCTATCAGCTTTCGATGGTAGTGT
ATTGGACTACCATGGCAGTAACGGGTAACGAAGAATTTGGGTTCGATTTCGGAGAGGGAGCCTGAGA
GATGGCTACCACATCCAAGGAAGGCAGCAGGCGCGTAAATTACCCAATCCTGACACAGGGAGGTAG
TGACAATAAA 

Alelo 122. Allele information - 18S_rRNA_barcode: 122 

TATAGTTTATTTGGATGAATTTTTCTATGGATAACCGTAGTAATTCTAGGGCTAATACATGTTGTAATCTCTTT
GAGATTTTCTTATTAGAATAAAACCAATTGTATTAGTGAGTAATAATAATAGAATCGATCGCATGCTTTTGTA
GCGATAATCCTTTCAAGTTTCTGCCCTATCAGCTTTCGATGGTAGTGTATTGGACTACCATGGCAGTAAC
GGGTAACGAAGAATTTGGGTTCGATTTCGGAGAGGGAGCCTGAGAGATGGCTACCACATCCAAGGAA
GGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCTGACACAGGGAGGTAGTGACAATAAA 

Alelo 123. Allele information - 18S_rRNA_barcode: 123 

TATAGTTTATTTGGATGAATTTTTCTATGGATAACCGTAGTAATTCTAGGGCTAATACATGTTATAATCTCTTT
GAGATTTTCTTATTAGAATAAAACCAATTGTATTAGTGAGTAATAATAATAGAATCGATCGCATGCTTTTGTA
GCGATAATCCTTTCAAGTTTCTGCCCTATCAGCTTTCGATGGTAGTGTATTGGACTACCATGGCAGTAAC
GGGTAACGAAGAATTTGGGTTCGATTTCGGAGAGGGAGCCTGAGAGATGGCTACCACATCCAAGGAA
GGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCTGACACAGGGAGGTAGTGACAATAAA 

Alelo 134. Allele information - 18S_rRNA_barcode: 134 

ATAGTTTATTTGGATGAATTTTTCTATGGATAACCGTAGTAATTCTAGGGCTAATACATGTTGTAATCTCTTC
GAGATTTTCTTATTAGAATAAAACCAATTGTATTAGTGAGTAATAATAATAGAATCGATCGCATGCTTTTGTA
GCGATAATCCTTTCAAGTTTCTGCCCTATCAGCTTTCGATGGTAGTGTATTGGACTACCATGGCAGTAAC
GGGTAACGAAGAATTTGGGTTCGATTTCGGAGAGGGAGCCTGAGAGATGGCTACCACATCCAAGGAA
GGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCTGACACAGGGAGGTAGTGACAATAAA 

Alelo 154. Allele information - 18S_rRNA_barcode: 154 

CAAAGATTAAGCCATGCATGTGTAAGTCTAAATAGTTTTAGTGTGAAACTGCGAATGGCTCATTATATCAG
TTATAGTTTATTTGGATGAATTTTTCTATGGATAACCGTAGTAATTCTAGGGCTAATACATGTTATAATCTCTT
CGAGATTTTCTTATTAGAATAAAACCAATTGTATTAGTGAGTAATAATAATAGAATCGATCGCATGCTTTTGT
AGCGATAATCCTTTCAAGTTTCTGCCCTATCAGCTTTCGATGGTAGTGTATTGGACTACCATGGCAGTAA
CGGGTAACGAAGAATTTGGGTTCGATTTCGGAGAGGGAGCCTGAGAGATGGCTACCACATCCAAGG
AAGGCAGCAGGCGCGCAAATTACCCAATCCTGACACAGGGAGGTAGTGACAATAAATCACAATGCG
GAACCTTTGGTTTTGCAATTGGATTGAGAAGAAGGTACAAATCATATCGATAAACAATTGGAGGGCAAG
TCTGGTGCCAGCAGCCGCGGTAATTCCAGCTCC 

 

 

 


