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Diarrea del viajero por Cyclospora
cayetanensis en Espana: a proposito
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Resumen

Objetivos: Diagndstico especifico de estructuras compati-
bles con ooquistes de Cyclospora cayetanensis aisladas en
un paciente procedente de Indonesia y diagnosticado de
diarrea del viajero.

Métodos: El diagndstico especifico se realiz6 mediante la
observacion directa de los ooquistes con filtro de epifluo-
rescencia, tincion de Kinyoun® para acido-alcohol resis-
tentes, tincion de Safranina modificada para Cyclospora
cayetanensis y mediante el test de esporulacion en
dicromato potasico al 2,5%.

Resultados: La observacion directa al microscopio con fil-
tro de epifluorescencia revel6 estructuras redondeadas de
8-10 mm que emitian autofluorescencia. La tincion de
Kinyoun mostrd los ooquistes tefiidos de coloracion rosa
de intensidad variable y la de safranina modificada permi-
ti6 la observacion de las mencionadas estructuras tefiidas
de color rojo-anaranjado caracteristico, confirmandose la
presencia de ooquistes de Cyclospora cayetanensis tras la
aplicacion del test de esporulacion en dicromato potasico.
Conclusiones: Cyclospora cayetanensis es un parasito in-
usual en nuestro pais, y por ello, su determinacion no se
encuentra incluida en los protocolos rutinarios de estudio
parasitolégico de heces. Su diagnéstico deberia conside-
rarse en pacientes con diarreas prolongadas.

Palabras clave: Diarrea del viajero. Coccidios. Cyclospora
cayetanensis.

Summary

Objectives: Specific diagnosis of structures compatible with
Cyclospora cayetanensis oocysts isolate of a patient pro-
ceeding from Indonesia, and diagnoses of traveller's' diar-
rhoea.

Methods: The specific diagnosis was carried out by direct
observation of oocysts using epifluorescence microscopy,
Kinyoun”s acid-fast stain, modified Safranin”sCyclospora
cayetanensis stain and by the sporulation testin 2,5% in
potassiumdichromate.

Results: The application of different techniques showed
round structures, measuring 8 to 10 um and exhibiting
autofluorescence. Kinyoun”s acid-fast stain showed highly
variable pink stained oocysts. Modified Safranin stain al-
lowed the observation of characteristic reddish orange
oocysts. The confirmation of Cyclospora cayetanensis was

performed after application of the sporulation test in potas-
sium dichromate.

Conclusion: Cyclospora cayetanensis is an unusual para-
site in our country. For this reason, its determination is not
included in routine protocols for stool parasitologic study.
However, this parasite has been described in 1-4% of trav-
eller's' diarrhoea in our country and in a patient residing in
Spain with no travel antecedents. For these reasons, the
diagnosis should be considered in coccidiosis cases with
prolonged diarrhoea

Key words: Travellers' diarrea. Coccidiosis. Cyclospora
cayetanensis.

Introduccion

Cyclospora cayetanensis es un coccidio parasito cau-
sante de enfermedad diarreica en el hombre. Perte-
nece al Phylum Sporozoa! que fue descrito por pri-
mera vez en 1979 por Ashford?, y cuyo nombre se
debe a Ortega, et al.2. Los ooquistes son esféricos,
miden entre 8-10 um, y en su interior contienen 2
esporoquistes con dos esporozoitos cada una de
ellos®. Se emiten con las heces sin esporular habién-
dose establecido en el laboratorio un tiempo de en-
tre 7 a 13 dias para completar su desarrollo®.

La importancia de Cyclospora cayetanensis va en
aumento al estar considerado como un nuevo paréa-
sito emergente, causante de diarrea a veces prolon-
gada, dolores abdominales, fatiga y pérdida de peso®.
Su transmision se ha asociado a la ingestion de ali-
mentos y aguas contaminadas con ooquistes El ca-
racter zoono6tico de esta infeccion es controvertido
ya que mientras que algunos estudios realizados su-
gieren que ciertos animales como perros, pollos o
patos, incrementan el riesgo de infeccion por Cyclos-
pora’®, en otros se plantean serias dudas sobre la
posibilidad de que sea realmente zoondtico. Se ha
identificado mayoritariamente en individuos inmuno-
competentes con historia reciente de viaje a zonas
tropicales y subtropicales'?*®, areas consideradas
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Figura 1.
Autofluorescencia

de los ooquistes con filtro
de 360 nm

Figura 2.

Tincion de Kinyoun para
acido alcohol resistentes.
Flecha: Ooquiste

de Cyclospora sin tefiir

como endémicas®"°2%21 Aunque se han producido
casos de infeccion en individuos sin antecedentes de
viajes pero asociados al consumo de ciertos alimen-
tos importados desde regiones endémicas??24, La
infeccidn también se ha descrito en pacientes de SIDA
entre los que se encuentran tanto viajeros como resi-
dentes en areas endémicas en quienes la infeccién
tiene un curso mas prolongado?>28,

En el presente trabajo describimos el caso de un
paciente con clinica de diarrea que habia regresado
recientemente de un viaje a Indonesia y que liberaba
en sus heces estructuras compatibles con ooquistes
de Cyclospora cayetanensis.

Material y métodos

El paciente se trata de un varon de 26 afios inmuno-
competente, con antecedentes de viaje a Indonesia,
que presentaba dolor abdominal y diarrea prolonga-
da de més de 1 mes de evolucién. Acudié a consul-

- - - =
p Lr‘r.r— ._""‘ L i ¥ 3 a |
N A W " ‘ ; ; JI-'I:
A PN A N
Pl e 3
P W SR F )"
c--.‘;" ~ r__‘t '_M - _
CE o +
"'.. ...-I. & a ey ] a
¥ i : e
. he R % wh o S o
. 1 " o " » <L -85
i, b F i T L
) ' [ :
| as il tI: ''» 4 ‘t.r'
L 1 P & - --
T8 : £ L LT
- - pm
LT TE Lol 4

ta médica para exploracion fisica y se le indico re-
mitir 3 muestras de heces al laboratorio para anali-
sis coproldgico completo, incluyendo la deteccién
de bacterias patégenas, protozoos y huevos de
helmintos.

En el laboratorio Castelao (Marbella-Malaga) se lle-
v0 a cabo un andlisis bacteriologico completo de las
heces, realizando la tinciéon de Gram directa y
coprocultivos en medios selectivo- diferenciales: Agar
SS, Agar Yersinia-CIN, Agar Skirrow, Agar sal-manitol
y Agar MaConkey-Sorbitol para aislamiento de
Salmonella, Shigella, Yersinia, Campylobacter
Staphylococcus aureusy E. coli 0157:H7, respecti-
vamente. En el caso del agar SS, se realizd previa-
mente un enriquecimineto en el caldo Selenito F.

Para el analisis parasitolégico, se practicé una vi-
sualizacion directa con lugol, examen tras concen-
tracion con forml-eter y flotacion en sulfato de zinc y
tinciones de Giemsa, Negro de Clorazol y Ziehl-
Neelsen para acido alcohol resistentes.

Ante la sospecha de parasitismo por Cyclospora
cayetanensis la muestra se remitié al laboratorio de
Parasitologia de la Facultad de Ciencias Experimen-
tales y de la Salud del la Universidad San Pablo CEU
(Madrid), donde tras la observacion directa de la
muestra con filtro de epifluorescencia a 360 nm?° se
realizé tincién de Kinyoun para &cido alcohol resis-
tentes y de Safranina modificada para Cyclospora
cayetanensis®. Posteriormente se realiz6 el test de
esporulacién en dicromato potasico al 2,5% junto a
un control positivo de Cyclospora cayetanensis®.

Resultados

El examen fisico del paciente resulté normal y los
analisis coproldgicos para bacterias y huevos de
helmintos resultaron negativos asi como las tinciones
de Giemsa y Negro de Clorazol para protozoos.

El examen en fresco reveld numerosas estructuras
redondeadas de 8-10 mm de tamafio, que emitian
autofluorescencia de color azul utilizando el filtro de
360 nm. (Figura 1) compatibles con ooquistes de
Cyclospora cayetanensis. Con la tincién de Kinyoun®,
los ooquistes adquirieron una coloracion rosa de in-
tensidad variable, aunque la mayoria mostraban una
tincion parcial o ausente (Figura 2). No obstante,
mediante la técnica de safranina modificada para
Cyclospora sp, se observd que la mayoria de los
ooquistes se tefiian uniformemente del color rojo-
anaranjado caracteristico descrito previamente (Fi-
gura 3).
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La confirmacion de estos resultados se realiz6 me-
diante la aplicacion del test de esporulacion en pre-
sencia de dicromato potasico al 2,5% junto con con-
troles positivos de Cyclospora cayetanensis (Figura
4). Transcurridos 15 dias, el 50% de los ooquistes
presentes en la muestra del paciente mostraban dos
esporoquistes en su interior. Este mismo resultado
se observd en el control positivo con Cyclospora
cayetanensis.

Discusién

Cyclospora cayetanensis es un parasito intestinal de
reciente implicacion humana®. Su presencia se ha
asociado en muchos casos con viajes o brotes pro-
ducidos como consecuencia de la ingestién de cier-
tos alimentos procedentes de areas donde Cyclospora
se ha descrito como endémica®!. Este parasito, aun-
que se ha citado en muchos paises con una preva-
lencia aparentemente baja, es endémico en regiones
con climas cdlidos y tropicales entre los que se en-
cuentran Guatemala’, Per(?* o Nepal®2. Nuestro pa-
ciente, un individuo inmunocompetente de 29 afios
con diarrea de un mes de evolucidn referia antece-
dentes de viaje a Indonesia. Este caso no es unico,
ya que Cyclospora cayetanensis ha sido descrita como
causante de diarrea del viajero en individuos proce-
dentes de esta region geografica. En este sentido,
investigando causas de diarrea en pacientes con SIDA,
en un estudio realizado en Tailandia, se ha observa-
do la presencia de Cyclospora cayetanensis en el
2,2%%. Por otro lado, se ha descrito el caso de un
matrimonio procedente de Indonesia, residente en
Amsterdam, que manifestaba un proceso diarreico
en cuyas heces se aislaron ooquistes de Cyclospora
cayetanensis®. En Holanda, se han estudiado 28
casos de infeccién por Cyclospora cayetanensis de
los cuales, al menos la mitad, tenian antecedentes
de viaje a Indonesia’? y en un estudio realizado en
Java investigando la presencia de este coccidio aso-
ciado a diarrea tanto en residentes extranjeros como
en nativos se ha encontrado que Cyclospora caye-
tanensis es el principal protozoo causante de diarrea
en residentes extranjeros sobre todo durante la esta-
ciéon humeda y por el contrario, el parasito rara vez
causa enfermedad en la poblacién indigenaZ®.

En Espafia, los datos sobre la presencia de este pa-
rasito son todavia escasos, se estima gque se encuen-
tran entre el 2-4%, la mayoria asociados a diarreas
del viajero®®, aunque existe el caso de un paciente,
residente en Espafia, que no refiere antecedentes de
viajes®3. Estos datos parecen indicar que Cyclospora
cayetanensis es un parasito inusual aunque presen-

te en nuestro pais, y su determinacién no se encuen-
tra incluida en los protocolos rutinarios de estudio
parasitoldgico de heces y como consecuencia de ello,
su busqueda no se realiza a menos que sea especifi-
camente requerida. El uso en parasitologia clinica
de las técnicas acido-alcohol resistentes ha facilita-
do la deteccion de lo que se denomind en un princi-
pio como “Cryptosporidium grandes”* o estructuras
parecidas a Cryptosporidium muris®. Al paciente ob-
jeto de nuestro estudio se le aplicaron una combina-
cion de los diferentes métodos de diagndstico ac-
tualmente propuestos®.

El organismo presentaba un diametro de 8-10 pm
gue emitia autofluorescencia de color azul utilizando
el filtro de 360 nm. Esta caracteristica, descrita an-
teriormente®4, contrasta especialmente con los
ooquistes de Cryptosporidium cuya autoflorescencia
es tan baja que no tiene ningun valor diagnostico®.
Las caracteristicas morfotintoriales de estos parasi-
tos son variables y la aplicacion del método de
Kinyoun® para acido-alcohol resistentes, la técnica
mas utilizada para la identificacion de coccidios en

Figura 3.

Ooquistes tefiidos

con la Tincion de Safranina
modificadapara
Cyclosporasp

Figura 4.

Test de esporulacion.
Ooquiste mostrando dos
esporoquistes en su interior
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muestras fecales (sobre todo en la determinacion de
Cryptosporidium), mostré una variabilidad que osci-
laba desde la ausencia de tincién o ligeramente ro-
sado hasta un intenso color rosa®¢. La aplicacion de
la técnica de tincion de Safranina modificada® permi-
ti6 la observacién de estos organismos de un color
caracteristico entre rojo a anaranjado. Esta técnica,
basada en una modificacion de métodos de tincion
descritos previamente para la deteccion rapida de
ooquistes de Cryptosporidium en muestras de heces,
permite la tincion uniforme de los ooquistes de
Cyclospora favoreciendo su identificacion. Actualmen-
te, este sistema se considera mas adecuado que las
técnicas acido alcohol resistentes para la identificacion
especifica del parasito objeto de nuestro estudio®.

Ortega, et al. (1993) ponen a punto un método de
esporulacion y exquistacion que permite la identifi-
cacion clara de los ooquistes de Cyclospora
cayetanensis. Asi, a partir de ooquistes concentra-
dos y mantenidos en un 2,5% de dicromato potasico
los incuban a 4°C, 25°C, 32°C y 37°C observando
su esporulacién a partir del dia 5 en los cultivos que
fueron mantenidos a 25 y 32°C. La esporulacion
completa, mediante la observacion de los esporo-
zoitos dentro de los esporoquistes se produce entre
los dias 7 y 13. No observa esporulacion en aque-
llos cultivos mantenidos a 4 y 37°C. La exquistacion
con tripsina y taurocolato sodico permite la libera-
cion de los esporozoitos en un tiempo de exposicion
de aproximadamente 40 minutos. En nuestra mues-
tra se realiz6 Unicamente el test de esporulacién com-
pletandose este al cabo de 15 dias donde el 50% de
los ooquistes habian desarrollado dos esporoquistes
en su interior.

De todo lo anterior se desprende que a pesar de ser
aparentemente un parasito poco usual en nuestro
pais, tal y como se ha sugerido®® su diagnéstico de-
beria considerarse en aquellos casos de coccidiosis
con diarreas prolongadas, especialmente en viaje-
ros. No debemos olvidar que el estudio Cyclospora
no esta contemplado en los métodos de diagnéstico
rutinarios por lo que su presencia puede estar siendo
subestimada tanto en nuestro pais como en otras
regiones del globo.
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