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INTRODUCCIÓN 

Las infecciones por enfermedades parasitarias son una de las principales problemáticas en 

la población mexicana de acuerdo con el sector salud, estas suelen trasmitirse por el 

consumo de agua y alimentos contaminados o por vía fecal-oral (Hernández et al, 2011). Se 

tiene conocimiento de que los ecosistemas acuáticos que se encuentran contaminados por 

diferentes agentes, como lo son: las aguas residuales, el ganado y la industria, tienden a ser 

factores que favorecen la presencia de parásitos gastrointestinales en agua, así como los 

alimentos recolectados en estos sitios. Por lo que es indispensable la realización de estudios 

que ayuden a identificar la presencia de protozoarios en el agua y en los alimentos con la 

finalidad de conocer los cuadros epidemiológicos de las enfermedades que se presentan en 

las poblaciones humanas en las distintas áreas geográficas (Walter y Querales 2008). 

De acuerdo con la Organización Mundial de la Salud, un 24% de las enfermedades que se 

presentan en el mundo, se encuentran asociadas a factores ambientales como lo son la 

mala calidad del agua y las precarias condiciones higiénicas (WHO, 2007). 

Por lo que es importante señalar la relevancia del estudio de las enfermedades parasitarias, 

debido a que tienden a presentar una elevada resistencia a los distintos factores 

ambientales y se les asocia a los altos índices de morbilidad y mortalidad en los países en 

vías de desarrollo, especialmente en la proporción de la población infantil (Menocal y 

Caraballo, 2014). 

Los protozoarios intestinales más reportados son:  Blastocystis spp., Entamoeba histolytica, 

Cryptosporidium spp. y Giardia lamblia, estos agentes patógenos se transmiten de forma 

indirecta a las poblaciones susceptibles a través de aguas tratadas inadecuadamente o por 

aguas recreacionales que se encuentren contaminadas por residuos y desechos fecales de 

animales domésticos y ganado (Walter y Querales, 2008). 

Además de que se ha identificado la presencia Blastocistys spp., en Crassostrea virginica 

(Campos et al, 2019) lo cual hace factible la presencia de otros parásitos como lo son 

Entamoeba histolytica, Cryptosporidium spp. y Giardia lamblia, en Crassostrea virginica y 

este sea un reservorio de estos protozoarios. 

Por este motivo el objetivo de este trabajo es identificar la presencia de Blastocystis spp. en 

muestras de agua, tubo digestivo de Crassostrea virginica y heces humanas recolectados en 

Chachalacas, Veracruz. 

 

 



 

Marco referencial 

El trabajo realizado por Dacal, Köster & Carmena (2020) menciona que el incremento de la 

realización de pruebas para la identificación de protozoarios en los países desarrollados ha 

propiciado un constante cambio de las pruebas microscópicas convencionales para la 

identificación de estos patógenos, considerando a la técnica PCR como una prueba 

simultanea de varios agentes que causan la misma etiología además de que ayuda en la 

automatización de los procesos de diagnóstico. Por lo que llevan a cabo un listado de las 

técnicas PCR más utilizadas por los centros clínicos y las instituciones de investigación para 

la identificación de ciertos protozoarios. Por ejemplo, han identificado que en el caso de 

Blastocystis spp. las técnicas más usuales para su detección son: PCR, dPCR, qPCR, qPCRm 

utilizando marcadores ITS, ssu rDNA, y para la identificación de sus genotipos se utilizará: 

dPCR y el marcador ITS, ssu rDNA. 

 

Otro de los trabajos de los que se puede hacer mención es el realizado por Campos JM et 

al., 2022 en el cual se hizo una recopilación de información científica en distintas bases de 

datos (PubMed, Medline, Scopus, Google Scholar, DBLP, JSTOR y LILACS) seleccionando 

artículos enfocados en la identificación y diagnóstico de Blastocystis spp, Entamoeba 

histolytica, Giardia lamblia y Cryptosporidium spp. Elaborando un compendio sobre la 

epidemiologia, modos de transmisión y su prevalecía de estos patógenos, además de 

estables las técnicas para su rápida identificación sustentadas en los métodos 

microscópicos y PCR.  

 

El trabajo realizado por Campos et al., 2019 en el cual se realizó tres colectas de Crassostrea 

virginica obteniéndose 100 organismos durante junio de 2016, en julio de 2017 se obtuvo 

el mismo volumen de organismos y en octubre del mismo año se colectaron 50 organismos. 

posteriormente se disecciono a los organismos ya mencionados con la finalidad de extraer 

su sistema intestinal para la identificación de Blastocystis spp. Para lo cual se preparó un 

medio de cultivo y se incubo durante 7 días para realizar el reconocimiento por técnica 

microscópica, más adelante aquellas muestras que presentaron crecimiento del 

protozoario en cuestión se les extrajo el DNA para la realización de PCR y una vez 

amplificados los resultados se secuenciaron y se analizaron por bioinformática quedando 

demostrado la prevalencia de (revisar en todo el documento que género y especie estén en 

cursiva) Blastocystis spp. en Crassostrea virginica al tener 67% de muestras positivas, 

además de encontrarse al subtipo ST1 en las ostras. 



Otro de los trabajos que contiene similitud en su contenido, es el realizado por Rudzińska 

et al., (2020) en el cual se realizó un análisis de 149 muestras de heces de cerdos de 10 

granjas; haciendo uso de la técnica de PCR, el porcentaje en que se identificó Blastocystis 

spp. fue de 38.25%, además de obtener que los cerdos son huéspedes naturales del subtipo 

ST5 al identificarse en 94.28% de los grupos por edad y los subtipos ST3 y ST1 son adquiridos 

por los cerdos a través de aguas contaminadas por desechos fecales humanos. 

En tanto que la investigación realizada por Perea et al., 2020 en la cual se analizaron 66 

muestras fecales de niños con edades de 1 -12 años, conforme al estudio microscópico de 

las muestras se determinó que un 33.3% presentaban parásitos, siendo Blastocystis spp. el 

de mayor porcentaje con un 21.2%, seguido por E. histolytica con 4.5% y  Giardia lamblia y 

Strongyloides stercoralis con la menor proporción de 1.5% respectivamente. Aunque 

posteriormente al análisis por técnica de PCR se constató que la tasa de infección era de 

72.2% además de encontrarse la presencia de 2 subtipos de Blastocystis spp. Los cuales 

fueron ST1 con un porcentaje de infección de 42.2% y ST3 con un 31.8%. 

Por otra parte, el trabajo realizado por Acuña Durand et al. (2020) en el cual se analizaron 

116 muestras de heces de barias comunidades y poblaciones humanas, las cuales dieron 

positivo a Blastocystis spp. mediante la técnica PCR convencional además de utilizar 

cebadores específicos para este protozoario. Se identificaron infecciones por subtipo 1 con 

un porcentaje de 10.3%, subtipo 2 con un 7.8%, subtipo 3 con un 25% y subtipo mixto con 

un 8.7% sin embargo no se logró identificar el subtipo de un 48.3% de las muestras. Se 

asoció el síndrome de intestino irritable al subtipo 2 y se identificó que el subtipo 1 se 

encuentra en mayor presencia dentro de las poblaciones rurales en tanto que las 

comunidades urbanas y periurbanas se encuentran presentes los subtipos 1, 2 y 3. 

Del mismo modo la investigación llevada a cabo por Guilavogui et al., 2022 en la que se 

recolectaron muestras de heces fecales de 500 individuos humanos de una población 

guineana, de las cuales un total de 390 participantes un 78% fue positivo para Blastocystis 

spp., identificándose cinco subtipos: ST1, ST2, ST3, ST4 y ST14. Predominando ST3 con 117 

casos en tanto que por el contrario ST4 con solo 2 casos, mientras que ST14 se considera 

que son casos por zoonosis de tipo bovino, además de dejar en claro el hecho de que este 

patógeno se encuentra muy activo en Guinea y otra las regiones de africanas de bajos 

recursos. 

 

Objetivo General 

Identificación molecular de Blastocystis spp. en muestras de agua, heces humanas y 

ostiones (Crassostrea virginica) de Chachalacas, Veracruz. 

 



 

 

Objetivos específicos 

1) Determinar la presencia de Blastocystis spp. en la población de Chachalacas, 

Veracruz. 

2) Determinar la presencia de Blastocystis spp. muestras de agua del río Actopan en 

Chachalacas, Veracruz. 

3) Determinar la presencia de Blastocystis spp. en muestras de Crassostrea virginica 

recolectado en el río Actopan, Chachalacas, Veracruz. 

4) Tipificar molecularmente a Blastocystis spp. en muestras de Crassostrea virginica, 

muestras de agua de la del río Actopan y en muestras de heces de la población. 

 

MATERIALES Y MÉTODOS 

Área de estudio 

Las muestras fueron colectadas en la Playa de Chachalacas y los márgenes de Rio Actopan 

en el estado de Veracruz, estas fueron almacenadas y refrigeradas en El Laboratorio de 

Microbiología y Biología Molecular de la Universidad Autónoma Metropolitana. Unidad 

Xochimilco. Este trabajo se realizó durante el periodo del 25 de julio de 2022 al 25 de enero 

de 2023. 

 

Clasificación de las Muestras 

Las muestras obtenidas en los márgenes del Rio Actopan se clasificaron de acuerdo al 

hospedero o medio en el que se encontraron, además de que estas se les implemento el 

pool testing con la finalidad de establecer la prevalecía del agente patógeno en el sitio. Por 

lo que se catalogaron del siguiente modo: PDHPH. - Pools DNA de Heces de las Poblaciones 

Humanas presentes en los márgenes del cuerpo de agua (Muestras 1-8), PDA. – Pools DNA 

de muestras de Agua (Muestras 9-13), PDCv. – Pools DNA extraídos del tracto intestinal de 

especímenes de Crassostrea virginica presentes en el afluente (Muestras 14-22) y las 

muestras obtenidas en las costas de la Playa de Chachalacas se clasificaron así: DA. - 

muestras de DNA del Agua de la costa (Muestras 1-36). 

 

 



 

 

Identificación de Blastocystis spp por PCR 

 

El DNA de las muestras se extrajo utilizando el kit Zymo Biomics DNA Miniprep de Zymo 

Research. 

Para llevar a cabo la identificación del parásito, se utilizara el método descrito por Villalobos 

et al., 2016, el cual consiste en amplificar la región ITS1–5.8S–ITS2 del gen 18S rDNA 

mediante PCR con los siguientes primers: ITS_Blas_F (5′-GGA AGG TGA AGT CGT AAC AAG-

3′) e ITS_Blas_R (5′-CAG CAG GTC TTC TTR CTT GA-3′) los cuales amplificarán un fragmento 

de ~550pb para el subtipo 1, ~530pb para subtipo 2, ~620pb para subtipo 3 y ~590pb para 

el subtipo 7. El volumen de mezcla de PCR será de 20 µL y contendrá: dNTPs 1 mM, cloruro 

de magnesio 2 mM, 5X colorless GoTaq flexi buffer, albumina de suero bovino 1.5X10-4 

mM, primer ITS_Blas_F 0.5 mM, primer ITS_Blas_R 0.5 mM, 1 U de GoTag DNA polimerasa 

y 50 µg de DNA muestra. Con en el termociclador Myclycler de BioRad, se utilizarán las 

siguientes condiciones de amplificación: desnaturalización inicial a 94º C por 30 segundos, 

35 ciclos de desnaturalización a 94º C durante 30 segundos, alineamiento 60º C durante 45 

segundos, extensión a 72º C durante 30 segundos y una extensión final a 72° C durante 10 

min. En seguida los amplicones se someterán a electroforesis en geles de agarosa al 1.2%. 

Electroforesis 

Se realizara una disolución de 0.570(0.5%) gr. de agarosa + 25ml. de buffer TBE al 0.5% 

siendo calentada a temperatura de ebullición, y posteriormente se vertira en la placa 

acrílica del sistema gel caster previamente ensamblando y calibrado, además  de colocarse 

un peine con el número de dientes correspondiente al número de muestras a amplificar; 

una vez solidificada la placa de agarosa, esta se transferira a la cámara de electroforesis 

(Mini sub cell GT) siendo recubierta por la solución buffer TBE al 0.5%. A continuación, se 

procedera a la colocación de las muestras en los pozos de la placa de la siguiente forma: 

Marcador de distancias pozo 1.- 1 µL buffer 100Bp + 1 µL buffer Blue-Orange y enseguida 

las muestras previamente procesadas con 2.5 µL de una de las muestras + 1 µL buffer Blue-

Orange por cada muestra en cada uno de los pozos en su orden respectivo, finalizando con 

C+ y C-. una vez terminado el llenado pozos, se cerrara la cámara para ser corrida a un 

voltaje de 90 Voltios durante 44 minutos utilizando una fuente de poder (Bio Rad). Para 

finalizar con la inmersión de la placa por un periodo de 15 minutos en una solución de 

bromuro de etidio y enseguida siendo develada utilizando un transiluminador (SYNGENE). 

 



 

 

RESULTADOS 

 

Se amplificaron un total de 57 muestras de las cuales: 

Ocho de las muestras (1-8) correspondientes a los Pools DNA de Heces de las Poblaciones 

Humanas (PDHPH) presentes en los márgenes del Rio Actopan, amplificaron 

negativamente. Tal y como se muestra en la tabla 1 y en la figura 1 y 2 

Pools DNA 
heces 

población 
Blastocystis 

spp. 

 
Amplificación 

 

Pools DNA 
heces 

población 
Blastocystis 

spp. 

 
Amplificación 

PDHPH 1 Negativa PDHPH 5 Negativa 

PDHPH 2 Negativa PDHPH 6 Negativa 

PDHPH 3 Negativa PDHPH 7 Negativa 

PDHPH 4 Negativa PDHPH 8 Negativa 

 

 

Por otra parte 9 de las muestras (14-22) correspondientes a los Pools DNA extraídos del 

tracto intestinal de especímenes de Crassostrea virginica presentes en el Rio Actopan 

(PDCv) amplificaron negativamente. Tal y como se muestra en la tabla 2. Y las figuras 3 y 4. 

 

Pools DNA 
Crassostrea 

virginica.  
Blastocystis 

spp. 

 
 

Amplificación 

Pools DNA 
Crassostrea 

virginica. 
Blastocystis 

spp. 

 
 

Amplificación 

Pools DNA 
Crassostrea 

virginica. 
Blastocystis 

spp. 

 
 

Amplificación 

PDCv 14 Negativa PDCv 17 Negativa PDCv 20 Negativa 

PDCv 15 Negativa PDCv 18 Negativa PDCv 21 Negativa 

PDCv 16 Negativa PDCv 19 Negativa PDCv 22 Negativa 

 

 

Mientras que 5 de las muestras (9-12) correspondientes a los Pools DNA de muestras de 

Agua del Rio Actopan amplificaron negativamente. Tal y como se muestra en la tabla 3 y las 

figuras 2y 3. 

Tabla 1. Muestras amplificadas del DNA de las heces de la población humana 

presente en los márgenes del Rio Actopan. Veracruz. 

 

Tabla 2. Muestras amplificadas del DNA del sistema intestinal de las ostras (Crassostrea virginica) presentes en los 

márgenes del Rio Actopan. Veracruz. 



 

Pools DNA 
agua 

Blastocystis 
spp.  

Amplificación 

PDA 9 Negativa 

PDA 10 Negativa 

PDA 11 Negativa 

PDA 12 Negativa 

PDA 13 Negativa 

 

 

Finalmente 36 de las muestras (1-35) correspondientes a las obtenidas de las aguas de la 

Playa de Chachalacas (DA) amplificaron negativamente.  Tal y como se muestra en la tabla 

4 y las figuras 4 a la 7. 

DNA agua 
Blastocystis 

spp. 

 
Amplificación 

DNA agua 
Blastocystis 

spp. 

 
Amplificación 

DNA agua 
Blastocystis 

spp. 

 
Amplificación 

DA1 Negativa DA 13 Negativa DA 25 Negativa 

DA 2 Negativa DA 14 Negativa DA 26 Negativa 

DA 3 Negativa DA 15 Negativa DA 27 Negativa 

DA 4 Negativa DA 16 Negativa DA 28 Negativa 

DA 5 Negativa DA 17 Negativa DA 29 Negativa 

DA 6 Negativa DA 18 Negativa DA 30 Negativa 

DA 7 Negativa DA 19 Negativa DA 31 Negativa 

DA 8 Negativa DA 20 Negativa DA 32 Negativa 

DA 9 Negativa DA 21 Negativa       DA 33 Negativa 

DA 10 Negativa DA 22 Negativa DA 34 Negativa 

DA 11 Negativa DA 23 Negativa DA 35 Negativa 

DA 12 Negativa DA 24 Negativa   

 

 

 

 

Tabla 4. Muestras de DNA amplificadas de las aguas en las Playas de Chachalacas, Veracruz. 

Tabla 3. Muestras amplificadas del DNA de las 

aguas de los márgenes del Rio Actopan. Veracruz. 

 



               

 

 

 

                   

 

 

                        

 

 

 

Figura 1. Amplificación de DNA Pools Blastocistys spp. 
Electroforesis gel agarosa al 0.5%. Carril 1. marcador 
de peso molecular. Carril 2 muestra 1 PDHPH, Carril 3 
muestra 2 PDHPH, Carril 4 muestra 3 PDHPH, Carril 5 
muestra 4 PDHPH, Carril 6 muestra 5 PDHPH, Carril 7 

control positivo CT2 amplificación 60 Bp, Carril 8 
control de reactivos.  
 

Figura 2. Amplificación de DNA Pools Blastocistys 
spp. Electroforesis gel agarosa al 0.5%. Carril 1. 
marcador de peso molecular. Carril 2 muestra 6 
PDHPH, Carril 3 muestra 7 PDHPH, Carril 4 muestra 
8 PDHPH, Carril 5 muestra 9 PDA, Carril 6 muestra 

10 PDA, Carril 7 control positivo CT2 amplificación 
60 Bp, Carril 8 control de reactivos.  

 

Figura 4. Amplificación de DNA Pools Blastocistys spp. 

Electroforesis gel agarosa al 0.5%. Carril 1. marcador de peso 

molecular. Carril 2 muestra 19 PDCv, Carril 3 muestra 20 PDCv, 

Carril 4 muestra 21 PDCv, Carril 5 muestra 22 PDCv, Carril 6 

muestra 1 DA, Carril 7 muestra 2 DA, Carril 8 muestra 3 DA, Carril 

9 muestra 4 DA, Carril 10 muestra 5 DA, Carril 11 muestra 6 DA, 

Carril 12 muestra 7 DA, Carril 13 control positivo CT2 

amplificación 60 Bp, Carril 8 control de reactivos. 

 

Figura 3. Amplificación de DNA Pools y agua Blastocistys 

spp. Electroforesis gel agarosa al 0.5%. Carril 1. marcador 

de peso molecular. Carril 2 muestra 11 PDA, Carril 3 

muestra 12 PDA, Carril 4 muestra 13 PDA, Carril 5 muestra 

14 PDCv, Carril 6 muestra 15 PDCv, Carril 7 muestra 16 

PDCv, Carril 8 muestra 17 PDCv, Carril 9 muestra 18 PDCv, 

Carril 10 control positivo 75 amplificación 60 Bp, Carril 11 

control positivo CT2 amplifico, Carril 12 control de 

reactivos. 

 



                   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. Amplificación de DNA agua Blastocistys spp. 
Electroforesis gel agarosa al 0.5%. Carril 1 muestra 24 DA. 
Carril 2 muestra 25 DA, Carril 3 muestra 26 DA, Carril 4 
muestra 27 DA, Carril 5 muestra 28 DA, Carril 6 muestra 29 
DA, Carril 7 muestra 30 DA, Carril 8 muestra 31 DA, Carril 9 
muestra 32 DA, Carril 10 muestra 33 DA, Carril 11 
muestra34 DA, Carril 12 muestra 35 DA, Carril 14 control 
positivo 86 amplifico, Carril 15 control de reactivos. 

 

Figura 6. Amplificación de DNA agua Blastocistys spp. 
Electroforesis gel agarosa al 0.5%. Carril 1 muestra 11 DA. 
Carril 2 muestra 12 DA, Carril 3 muestra 13 DA, Carril 4 
muestra 14 DA, Carril 5 muestra 15 DA, Carril 6 muestra 16 
DA, Carril 7 muestra 17 DA, Carril 8 muestra 18 DA, Carril 9 
muestra 19 DA, Carril 10 muestra 20 DA, Carril 11 muestra 
21 DA, Carril 12 muestra 22 DA, Carril 13 muestra 23 DA, 
Carril 14 control positivo 86 amplifico, Carril 15 control de 

reactivos. 

 

Figura 5. amplificación de DNA agua Blastocistys. spp. 
Electroforesis gel agarosa al 0.5%. Carril 1 muestra 8 DA. 
Carril 2 muestra 9 DA. Carril 3 muestra 10 DA. Carril 4 
DNA control positivo 75(1:10) amplifico. Carril 5 control 
positivo 1 (B.h.). Carril 6 control positivo 15. Carril 7 
control positivo 86 amplifico. Carril 8 control de 

reactivos.  

 



Discusión 

Los resultados muestran que no se encontró la presencia de Blastocystis spp., en ninguna 

de las muestras analizadas, esto podría indicar que en las muestras colectadas no se tenía 

la presencia de este parásito, ya que como se menciona en otros estudios su prevalencia en 

algunas áreas veracruzanas es elevada, tal es el caso del trabajo realizado por Martínez 

Barbabosa I. et al. (2010) en donde el 80% de la población humana estudiada se encontraba 

infectada por este patógeno. Siendo que, en el presente estudio, en todas las pruebas el 

control positivo amplifico, por lo que la técnica estaba funcionando adecuadamente y los 

resultados negativos son correctos. 

Otro factor es su presencia en los ostiones, al respecto se tienen pocas publicaciones 

recientes, como la realizada por Martínez Barbabosa I. et al. (2021), en la cual se considera 

a Crassostrea virginica como un posible vector de transferencia de este protozoario a los 

seres humanos más sin embargo esto debe ser corroborado por expertos en el tema, lo que 

indica que estos ostiones no son un hospedero habitual de este microorganismo, por lo que 

habría que hacer una búsqueda más extensa. 

La presencia de Blastocystis spp., en el agua depende en gran medida de la contaminación 

humana o animal y si los humanos no son portadores difícilmente se va a tener presencia 

de este protozoario en el agua. Además, también hay que tomar en cuenta la temporada 

del año del muestreo ya que se sabe que en épocas de secas y calor es más fácil la 

contaminación de los ríos por parte de los humanos o animales tal como refiere Campos 

JM, et al. (2022). 

Habría que realizar un muestreo más amplio y en varias estaciones climáticas, como época 

de secas, de lluvia, de calor. Para poder ampliar el estudio. 

 

 

Conclusiones 

Se puede concluir que, en este muestreo en Chachalacas, Veracruz, no se tuvo la presencia 

de Blastocystis spp. ni en las heces de humanos, el agua y los ostiones. Por lo que se sugiere, 

como ya se ha hecho mención, realizar más estudios periódicos que permitan corroborar la 

presencia o la nula prevalecía de este protozoario en la zona, con la finalidad de generar 

información y hacer de la misma del conocimiento público, que ayude a mejor la salud de 

las comunidades presentes en los márgenes de estos afluentes. 
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