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ABSTRACT

INTRODUCTION AND OBJECTIVES. Blastocystis hominis s. 1. is one of the most commonly detected 
protozoa in the human large intestine. The aim of the study was to determine the genetic subtypes of Blastocystis 
hominis s. 1. occurring in humans in Poland.
MATERIALS AND METHODS. Stool samples from patients diagnosed in the Laboratory of the Department 
of Parasitology, National Institute of Public Health – National Institute of Hygiene (NIZP-PZH) and in the 
Parasitology Laboratory of the Hospital for Infectious Diseases in Warsaw were examined. Blastocystis subtypes 
were assayed based on the fragment of small-subunit ribosomal RNA gene sequences (SSU rDNA).
RESULTS: The examined isolates were classified into five Blastocystis subtypes (STs), fifteen of which belonged 
to ST3, three to ST1, two to ST2, two to ST6, and one isolate belonged to ST7. In three cases the subtype of 
isolate was not identified.
DISCUSSION AND CONCLUSIONS. In Poland, the subtypes ST1, ST2, ST3, ST4, ST6 and ST7 have been 
reported in humans so far. The ST6 and ST7 subtypes are rarely detected in humans in Europe. In Poland, the 
ST6 subtype was previously described in chickens. On the basis of the studies, it was found that Blastocystis 
isolated from humans in Warsaw show high genetic diversity. In order to determine the possible pathogenic 
potential of individual Blastocystis subtypes, special epidemiological studies are required.
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STRESZCZENIE

WSTĘP I CEL PRACY: Blastocystis hominis s. l. to jeden z najczęściej wykrywanych pierwotniaków w jelicie 
grubym człowieka. Celem pracy było określenie genetycznych subtypów Blastocystis hominis s. l. występujących 
u ludzi w Polsce.
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MATERIAŁ I METODY: Zbadano próbki kału pacjentów diagnozowanych w Laboratorium Zakładu 
Parazytologii NIZP-PZH oraz w Pracowni Parazytologii Wojewódzkiego Szpitala Zakaźnego w Warszawie. 
Oznaczenie subtypów Blastocystis przeprowadzono w oparciu o sekwencje fragmentu genu małej podjednostki 
rRNA (SSU rDNA).
WYNIKI: Zbadane izolaty zaklasyfikowano do pięciu subtypów Blastocystis, w tym: 15 należało do subtypu 
ST3, trzy do subtypu ST1, dwa do subtypu ST2, dwa do subtypu ST6 i jeden izolat należał do subtypu ST7. 
W trzech przypadkach nie określono subtypu izolatu.
DYSKUSJA I PODSUMOWANIE: W Polsce u ludzi odnotowano dotychczas subtypy ST1, ST2, ST3, 
ST4, ST6 oraz ST7. Do rzadko odnotowywanych u ludzi w Europie należą subtypy ST6 i ST7. W Polsce 
subtyp ST6 opisano uprzednio u kur. Na podstawie przeprowadzonych badań stwierdzono, że Blastocystis 
wyizolowane od ludzi wykazują dużą różnorodność genetyczną. W celu określenia możliwego potencjału 
chorobotwórczego poszczególnych subtypów Blastocystis niezbędne jest przeprowadzenie specjalistycznych 
badań epidemiologicznych.

Słowa kluczowe: Blastocystis hominis, człowiek, Polska

INTRODUCTION

Blastocystis hominis s. l. is one of the most 
frequently detected protozoa in the human large 
intestine. B. hominis s. l. infection generally occurs 
asymptomatically, in some cases blastocystosis is 
accompanied by diarrhea, abdominal pain, bloati4ng, 
constipation, nausea. In the world, the prevalence of 
B. hominis s. l. in humans ranges from 1.5–10% in 
developed countries to 30–50% in developing countries 
(1). In Poland, the highest percentage of B. hominis s. l.  
infections in immunocompetent persons has been 
reported in the Warmian-Masurian Voivodeship. The 
percentage of infested children hospitalized in the 
Regional Specialist Children’s Hospital in Olsztyn was 
10.7% (2), and among the tested volunteers in this city 
it was 12% (3).

In contrast, according to data collected by the 
Voivodeship Sanitary-Epidemiological Station in 
Bydgoszcz in 2009–2014, B. hominis s. l. was reported 
in 0.14–0.87% of the examined individuals (4) and, 
among patients of the Parasitology Laboratory of 
the Voivodeship Sanitary-Epidemiological Station in 
Krakow in 2000–2006, there was no single case of  
B. hominis s. l. infection (5).

Blastocystis hominis s. l. is a complex of species 
in which up to 22 subtypes (ST) have been identified 
so far, including at least 9 isolated from humans (6). 
Some authors consider the ST1 subtype to be the 
most virulent of the previously studied (7). It has also 
been shown that the structure of subtypes of human 
Blastocystis isolates may indicate the reservoir and 
transmission route of infection (8, 9). In the few Polish 
reports concerning the results of genotyping of human 
Blastocystis isolates, the subtypes from ST1 to ST4 
and ST6–ST7 have been reported (3, 10–13).

WSTĘP

Blastocystis hominis to jeden z najczęściej wy-
krywanych pierwotniaków jelita grubego człowieka. 
Zarażenie B. hominis s. l. na ogół przebiega bezob-
jawowo, w niektórych przypadkach blastocystozie 
towarzyszą: biegunka, bóle brzucha, wzdęcia, za-
parcia, nudności. Na świecie częstość występowania  
B. hominis s. l. u ludzi waha się w przedziale od 
1,5–10% w krajach rozwiniętych do 30–50% w krajach 
rozwijających się (1). W Polsce u osób z wydolnym 
układem odpornościowym najwyższy odsetek zarażeń 
B. hominis odnotowano dotychczas w województwie 
warmińsko-mazurskim. Odsetek zarażonych dzieci 
hospitalizowanych w Wojewódzkim Specjalistycznym 
Szpitalu Dziecięcym w Olsztynie wynosił 10,7% (2), 
a wśród zbadanych ochotników z tego miasta zarażo-
nych było 12% (3).

Natomiast według danych zebranych przez Wo-
jewódzką Stację Sanitarno-Epidemiologiczną w Byd-
goszczy w latach 2009–2014 B. hominis s. l odnoto-
wano u 0,14–0,87% zbadanych (4), a wśród pacjen-
tów Laboratorium Parazytologii Wojewódzkiej Stacji 
Sanitarno-Epidemiologicznej w Krakowie w latach 
2000–2006 nie stwierdzono ani jednego przypadku za-
rażenia B. hominis s. l. (5).

Blastocystis hominis s. l stanowi kompleks gatun-
ków, w którym dotychczas wyróżniono 22 subtypy 
(ST), w tym co najmniej 9 wyizolowanych od czło-
wieka (6). Niektórzy autorzy uważają subtyp ST1 za 
najbardziej patogenny spośród dotychczas zbadanych 
(7). Wykazano także, że struktura subtypów ludzkich 
izolatów Blastocystis może wskazywać na rezerwuar 
i drogę zarażenia (8, 9). W nielicznych polskich donie-
sieniach obejmujących wyniki genotypowania ludz-
kich izolatów Blastocystis odnotowano występowanie 
subtypów od ST1 do ST4 oraz ST6 i ST7 (3, 10–13).
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THE AIM OF THE STUDY

The study aim was to determine the genetic 
subtypes of Blastocystis hominis s. l. in humans in 
Poland.

MATERIAL AND METHODS

The feces sampled from patients diagnosed in the 
Laboratory of the Department of Parasitology, National 
Institute of Public Health – National Institute of Hygiene 
(NIZP-PZH) and in the Parasitology Laboratory of 
the Hospital for Infectious Diseases in Warsaw were 
examined. Microscopic examination and culture 
method on modified Jones medium (14) supplemented 
with 10% horse serum in anaerobic conditions at 37°C 
were used for the detection of Blastocystis infection. 
Cultures were microscopically examined after 48–72 
hours. Positive cultures were sieved to new media and 
incubated for 48–72 hours and then the cell pellet was 
separated by centrifugation at 10,000 × g for 1 min. 
DNA isolation from the cell pellet was carried out using 
QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen GmbH) or Genomic 
Mini (A&A Biotechnology). By PCR method, a small-
subunit ribosomal RNA gene (SSU rDNA) fragment 
of about 560 bp was amplified using BhRDr primers 
(5′-GAGCTTTTTAACTGCAACAACG-3′) (15) 
and RD5 (5′-ATCTGGTTGATCCTGCCAGT-3′) 
(16). PCR products were sequenced and the resulting 
sequences were compared to the Blastocystis 
sequences deposited in the GenBank database. 
Phylogenetic analysis using Bayesian inference was 
performed (17, 18), including 24 reference sequences 
representing Blastocystis ST1–ST9 subtypes (19, 20). 
Proteromonas lacertae (GenBank: U37108) was used 
as an outgroup (Tab. I). The sequences reported in 
this paper were deposited in the GenBank database 
with the accession numbers KU684642–KU684646 
and MG720855–MG720858. Blastocystis subtype 
nomenclature follows that of Stensvold et al. (21).

CEL PRACY

Celem pracy było określenie genetycznych subty-
pów Blastocystis hominis s. l. występujących u ludzi 
w Polsce.

MATERIAŁ I METODY

Zbadano próbki kału pacjentów diagnozowanych 
w Laboratorium Zakładu Parazytologii NIZP-PZH 
oraz w Pracowni Parazytologii Wojewódzkiego Szpi-
tala Zakaźnego w Warszawie. Do wykrywania zaraże-
nia Blastocystis zastosowano badania mikroskopowe 
oraz metodę hodowli na zmodyfikowanym podło-
żu Jonesa (14) z dodatkiem 10% surowicy końskiej 
w warunkach beztlenowych w 37°C. Hodowle spraw-
dzano mikroskopowo po 48–72 godzinach. Dodatnie 
hodowle przesiewano na nową pożywkę i inkubowano 
przez 48–72 godzin, po czym oddzielano osad komór-
kowy przez wirowanie przy 10 000 × g przez 1 min. 
Izolację DNA z osadu komórkowego przeprowadzono 
za pomocą QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen GmbH) 
lub Genomic Mini (A&A Biotechnology). Metodą 
PCR amplifikowano fragment genu małej podjednost-
ki rRNA wielkości ok. 560 pz przy użyciu starterów 
BhRDr (5′-GAGCTTTTTAACTGCAACAACG-3′) 
(15) i RD5 (5′-ATCTGGTTGATCCTGCCAGT-3′) 
(16). Produkty PCR sekwencjonowano, a otrzymane 
sekwencje porównywano z sekwencjami Blastocystis 
zdeponowanymi w bazie GenBank. Wykonano analizę 
filogenetyczną z użyciem wnioskowania bayesowskie-
go (17, 18) uwzględniając 24 sekwencje referencyjne 
reprezentujące subtypy Blastocystis ST1–ST9 (19, 20). 
Proteromonas lacertae (GenBank: PLU37108) uży-
to jako grupy zewnętrznej (Tab. I). Sekwencje zosta-
ły zdeponowane w bazie GenBank (numery dostępu: 
KU684642–KU684646 and MG720855–MG720858). 
Nomenklatura subtypów Blastocystis według Sten-
svolda i wsp. (21).

Table I. GenBank reference sequences used in the construction of phylogenetic tree
Tabela I. Sekwencje referencyjne z bazy GenBank wykorzystane do konstrukcji drzewa filogenetycznego

Subtype Number in the GenBank database
1 AB070989 (human / człowiek), U51151 (human / człowiek), AB107967 (monkey / małpa)
2 AB070987 (human / człowiek), AB070997 (monkey / małpa), AB107969 (monkey / małpa)
3 AB070988 (human / człowiek), AB107963 (pig / świnia), AB107965 (cattle / bydło)
4 AB071000 (rat / szczur), AY135408 (rat / szczur), U51152 (guinea pig / kawia domowa)
5 AB070999 (pig / świnia), AB107964 (pig / świnia), AB070998 (pig / świnia)
6 AB107972 (partridge / kuropatwa), AB070995 (quail / przepiórka), AB070990 (human / człowiek)
7 AY135412 (duck / kaczka), AB070991 (human / człowiek), AF408427 (human / człowiek)
8 AB107970 (black-and-white ruffed lemur / lemur wari)
9 AF408425 (human / człowiek), AF408426 (human / człowiek)

n/a PLU37108 (unknown / brak informacji)

Zróżnicowanie genetyczne Blastocystis hominisGenetic diversity of Blastocystis hominis
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RESULTS

As a result of the studies, 23 Blastocystis sequences 
showing a high degree of similarity to the homologous 
Blastocystis sequences deposited in GenBank were 
obtained. In three cases the sequences of tested isolates 
were not determined. Based on the phylogenetic 
analysis, the isolates obtained were classified into five 
Blastocystis subtypes. Most isolates (15 isolates) formed 
a distinct cluster ST3, three isolates were classified to 
ST1 subtype, two isolates belonged to each of the two 
subtypes ST2 and ST6, respectively and one isolate to 
ST7 subtype (Fig. 1).

DISCUSSION

Of the 22 subtypes hitherto identified in the 
Blastocystis hominis s. l. complex of species, at 
least nine have been reported in humans (6). It was 
previously shown that the structure of subtypes of 
human Blastocystis isolates may indicate the reservoir 
and mode of transmission (8, 9). In the few reports on 

WYNIKI

W wyniku przeprowadzonych badań otrzymano 
23 sekwencje Blastocystis wykazujące wysoki stopień 
podobieństwa do homologicznych sekwencji Blasto-
cystis zgromadzonych w GenBank. W trzech przypad-
kach nie określono sekwencji badanych izolatów. Na 
podstawie analizy filogenetycznej uzyskane izolaty za-
klasyfikowano do pięciu subtypów Blastocystis. Więk-
szość izolatów (15) tworzyło odrębny klaster ST3, do 
ST1 zaklasyfikowano trzy izolaty, po dwa izolaty nale-
żały do subtypów ST2 i ST6, a jeden do ST7 (Ryc. 1).

DYSKUSJA

Pośród 22 subtypów wyróżnionych do tej pory 
w kompleksie gatunków Blastocystis hominis s. 1. 
co najmniej dziewięć odnotowano u człowieka (6). 
Uprzednio wykazano, że struktura subtypów ludzkich 
izolatów Blastocystis może wskazywać na rezerwuar 
i drogę zarażenia (8, 9). W nielicznych doniesieniach 
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Fig. 1. Bayesian inference tree based on fragment of sequences (536 bp) obtained at the small-subunit rRNA gene (SSU  
          rDNA) of Blastocystis isolates of the present study, performed using MrBayes 3.1 (17, 18). The numbers adjacent  
           to branchpoints indicate the Bayesian posterior probabilities.
Ryc. 1. Drzewo zbudowane w oparciu o fragment sekwencji (536 pz) małej podjednostki rRNA (SSU rDNA) za pomocą  
          wnioskowania bayesowskiego z użyciem oprogramowania MrBayes 3.1 (17, 18). Liczby obok węzłów wskazują  
            prawdopodobieństwo a posteriori.
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Blastocystis subtypes found in Poland in humans, the 
subtypes ST1, ST2, ST3, ST4, ST6 and ST7 have been 
detected so far (3, 10–13).

The most frequently detected subtype in Poland 
is ST3 considered to be typically human (10, 15, 22). 
Its occurrence was found in 84 out of 134 isolates 
for which subtypes were identified in Kotłowski’s 
studies (10), and 10 out of 31 isolates were identified 
by Lepczyńska et al. (3). In our own study, 15 out of 
23 isolates had the ST3 genotype. In examination of 
patients in a Dutch hospital, Blastocystis was found 
in 24.2% out of 442 study participants. Most cases of 
infection were caused by the subtypes ST1, ST2, ST3 
and ST4. However, as in Poland, ST3 was prevalent 
and was detected in 40% of isolates (23).

Many authors point to Blastocystis hominis s. l. 
as an etiological factor in travelers’ diarrhea (24–26). 
Dutch studies have identified higher prevalence of 
Blastocystis among patients with a recent history of 
travel to tropical countries. In this group, as well as 
in patients not going to the tropics, Blastocystis ST3 
(40%) was also most frequently detected (23).

Patients infected with Blastocystis complain mainly 
of gastrointestinal symptoms such as abdominal pain, 
diarrhea and nausea. Dermatological manifestations, 
including urticaria, are less frequent (23, 27–28). 
However, in studies by Abdel Hameed et al. (29),  
B. hominis s. l. ST3 was reported in 61% of patients 
with urticaria, while in the control group the percentage 
of infected patients was 8%. The use of appropriate 
antiparasitic agents caused disappearance of urticaria 
and related symptoms (29).

Some authors consider the ST1 subtype to be the 
most virulent of the previously examined (7). Only two 
isolates with this subtype were found in our own studies, 
while in the Olsztyn population it constituted one third 
of 31 examined isolates (3). In the Kotłowski’s research 
(10), ST1 was detected in 10.8% of Blastocystis isolates 
(16 out of 147 examined). In addition, it was found in 2 
cases of mixed ST1 / ST3 invasion.

The ST2 subtype detected in our own studies was 
previously identified in Poland in isolates collected 
by Kotłowski (10), where it constituted 19% of all 
the examined, and in the population of Olsztyn (3). 
Blastocystis hominis s. l. ST2 infection is primarily 
associated with asymptomatic cases (10, 30), but there 
are also reports of skin disorders associated with the 
occurrence of this subtype in patients (10, 31).

A significant risk factor for acquiring blastocystosis 
is close contact with animals (32–35). In our studies we 
found in patients Blastocystis ST6 and ST7, which are 
considered as avian parasites. ST6 and ST7 subtypes are 
rarely reported in humans in Europe, but are frequent in 
Japan, Pakistan and Egypt. In Poland, the ST6 subtype 
was previously described in chickens (36).

na temat subtypów Blastocystis występujących w Pol-
sce u ludzi odnotowano dotychczas subtypy ST1, ST2, 
ST3, ST4, ST6 oraz ST7 (3, 10–13).

Najczęściej wykrywanym subtypem w Polsce jest 
ST3 uważany za subtyp typowo ludzki (10, 15, 22). Jego 
występowanie stwierdzono w 84 ze 134 izolatów, dla któ-
rych określono subtypy w badaniach Kotłowskiego (10) 
oraz w 10 ze 31 izolatów oznaczonych w badaniach Lep-
czyńskiej i wsp. (3). W badaniach własnych 15 z 23 izola-
tów posiadały genotyp ST3. W badaniach przeprowadzo-
nych w grupie pacjentów szpitala w Holandii stwierdzo-
no występowanie zarażenia Blastocystis u 24,2% spośród 
442 osób zbadanych. Większość przypadków zarażeń 
była wywołana przez subtypy ST1, ST2, ST3 i ST4. Jed-
nak tak jak w Polsce dominował subtyp ST3, który wy-
kryto w 40% zbadanych izolatów (23).

Wielu autorów zwraca uwagę na Blastocystis ho-
minis s. l. jako czynnik etiologiczny biegunek u osób 
podróżujących (24–26). W badaniach holenderskich 
stwierdzono wyższą prewalencję Blastocystis wśród 
pacjentów z aktualną historią podróży do krajów tro-
pikalnych. W grupie tej, tak jak i w grupie pacjentów 
niewyjeżdżających do tropików, też najczęściej wy-
krywano Blastocystis ST3 (40%) (23).

Pacjenci zarażeni Blastocystis mają objawy głównie 
ze strony układu pokarmowego, takie jak: bóle brzucha, 
biegunkę i nudności. Objawy dermatologiczne, w tym 
pokrzywka występują u zarażonych rzadziej (23, 27, 28). 
Natomiast w badaniach Abdel Hameed i wsp. (29) wy-
kazano obecność B. hominis s. l. ST3 u 61% pacjentów 
z pokrzywką, podczas gdy u pacjentów z grupy kontrol-
nej odsetek zarażonych wynosił 8%. Zastosowanie od-
powiednich leków przeciwpasożytniczych powodowało 
zanik pokrzywki i związanych z nią objawów (29).

Niektórzy autorzy uważają subtyp ST1 za najbar-
dziej patogenny spośród dotychczas zbadanych (7). 
W badaniach własnych wykryto tylko dwa izolaty 
z tym subtypem, podczas gdy w populacji olsztyńskiej 
stanowił on jedną trzecią wśród 31 zbadanych izola-
tów (3). Natomiast w badaniach A. Kotłowskiego (10) 
ST1 był wykryty w 10,8% izolatów Blastocystis (16 na 
147 zbadanych), oprócz tego stwierdzono jego obec-
ność w 2 przypadkach inwazji mieszanych ST1/ST3.

Wykryty w badaniach własnych subtyp ST2 wcze-
śniej był stwierdzany w Polsce w izolatach zebranych 
przez A. Kotłowskiego (10), gdzie stanowił 19% wśród 
wszystkich zbadanych oraz w populacji olsztyńskiej 
(3). Zarażenia Blastocystis hominis s. l. ST2 związane 
są głównie z przypadkami bezobjawowymi (10, 30),  
niemniej jednak są też doniesienia o objawach skórnych 
związanych z występowaniem tego subtypu u pacjentów 
(10, 31).

Znaczącym czynnikiem ryzyka nabycia blastocysto-
zy jest bliski kontakt ze zwierzętami (32–35). W bada-
niach własnych u pacjentów wykryto Blastocystis ST6 
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Data from the literature indicate that 
immunocompromised people, such as infected with 
HIV, patients with cancer and children, are more likely 
to develop blastocystosis (37–39). We did not have 
information on the function of the immune system in 
subjects tested for our work purposes. However, in the 
studies conducted in Wroclaw among HIV-positive 
patients, the percentage of Blastocystis was higher 
(38%) than in HIV-negative patients (29%) (13).

The results of research on human Blastocystis 
isolates collected in Warsaw so far demonstrate their 
high genetic diversity. In order to determine the possible 
pathogenic potential of individual Blastocystis subtypes, 
it will be necessary to conduct epidemiological studies 
using molecular biology methods.
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