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RESUMEN

Objetivos: Se describe una nueva técnica de coloracion para el diagnostico de
laboratorio de las infecciones por Cyclospora. Se hace el diagndstico microscopico
diferencial entre la Cyclospora y el Blastocystis hominis. Material y métodos: La
investigacion se efectué en heces que fueron remitidas a un laboratorio de atencién
privada, en la ciudad de Lima, Perd. Se practicd examen directo «en fresco»,
empleando solucion salina y lugol parasitolégico. Se prepararon frotices de heces
muy delgados y se empled una técnica de coloracién utilizando violeta de genciana.
Resultados  Se muestran microfotografias de los quistes de Cyclospora en fresco
y mediante la nueva técnica de coloracion, asi mismo se demuestran las diferencias
morfolégicas y estructurales entre Cyclospora y Blastocystis hominis. El blastocystis
es de mayor tamafio, capta pobremente el colorante y presenta vacuolas.
Conclusiones. Se recomienda el empleo rutinario de esta nueva técnica, en todas las
investigaciones de heces, por ser sencilla y econémica y por permitir hacer un
diagndstico répido en este tipo de infecciones que tienen una elevada prevalencia
en nuestro medio y pueden ser tratadas en forma precoz y especifica.
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SUMMARY

Purpose: Describe a new staining technique for the diagnosis of Cyclospora
infection through lab tests. A differential microscopic diagnosis between Cyclospora
and Blastocystis hominis is conducted. Materials and Methods: The research was
conducted by using fecal samples referred to a private lab in the city of Lima, Peru.
A direct fresh assay was made by using a saline solution and Lugol’s solution. Very
thin fecal smear were prepared, and a staining technique using gentian violet was
applied. Results:  Microphotography of Cyclospora cysts are shown with the fresh
assay method and the new staining technique. Moreover the morphological and
structural differences between Cyclospora and Blastocystis hominis were shown:
the latter is larger, shows poor staining, and has vacuoles. Conclusions: The routine
use of this technique is recommended for all fecal tests due to its simplicity and low
cost, and because it allows a quick diagnosis of this type of infection that has a high

prevalence in our country so it may be treated prematurely and specifically.
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| NTRODUCCI ON

yclospora, esun coccidiointestinaldereciente

descripcion que realiza su ciclo vital tanto en

el medio ambiente, esporulaciéon ®, como

eneltubo digestivo donde se reproduce por

viasexualy asexual dentro de los enterocitos

@ causando destruccion de las células
epitelialesy ocasionando diarrea como la manifestacion clinica
mas importante. La elevada frecuencia con que se encuentra
tltimamente y la diversidad de cuadros clinicos que produce,
nos obliga a hacer un diagndstico de laboratorio rapido y
preciso para poder indicar el tratamiento adecuado.

Eldiagnéstico se hace mediante la observacion microscopica
delashecesen preparados«enfresco», pormétododirectoocon
contraste de fase y por técnicas de coloracion®. LaCyclospora,
no se cultiva ni puede ser inoculada en animales de
experimentacién . Se hademostrado que este microorganismo
fluoresce con luz ultravioleta. No existen pruebas seroldgicas,
pero actualmente se han empleado técnicas moleculares,
especialmente en el estudio de gran cantidad de muestras de
agua y alimentos ©. También se ha introducido la técnica de
citometria de flujo en brotes epidémicos, cuando se investiga la
presencia de ooquistes en numerosas muestras de heces®.

La primera coloracion que se empleé para la observacion
de Cyclosporafuelade Kinyoun, unamodificacionde latécnica
acido-alcohol resistente que se utiliza para la deteccion de
Cryptosporidium @. Ambos microorganismos se ven muy
similares salvo por el mayor tamafio de la Cyclospora que hizo
que inicialmente se le denominara «Crypto-gigante» ©9. Esta
técnicaeslaboriosa, motivo porelcualnoseincluyerutinariamente
enlainvestigacionparasitoldgica, y hallevadoaestudiar diversos
procedimientos que no sélo fueran mas sencillos sino mas
especificos. Visvesvara y colaboradores 9, presentan una
coloracion utilizando safranina modificada, que requiere
calentamiento en un horno de microondas. Para simplificar el
procedimiento otrosinvestigadores han empleado bafio mariaa
diferentestemperaturas, obteniendoimagenes mashomogéneas.

Unodelos problemas masimportanteses que en nuestro
medio la Cyclospora se esta informando erroneamente como

Blastocystis hominis. Ladiferenciaentre amboses marcadacomo
demuestra Zerpa en una magnifica galeria de fotos %,
Lamentablemente con los aumentos mas pequefios que
normalmente utilizamos en el laboratorio, cabe la posibilidad que
esteerrorsecometa, siséloempleamosobservaciones«enfrescon.

La finalidad de esta comunicacién es presentar una nueva
técnicade coloracion que nospermite hacerundiagnosticorapido
y preciso de este parasito, asi como diferenciarlo de Blastocystis
hominis, con el que es confundido con mucha frecuencia.

MATERIAL Y METODOS

Paralainvestigacion de la Cyclosporase emplearon muestras
de hecesfrescas que fueronremitidas, sinemplear preservantes,
aunlaboratoriode atencion privada, delaciudad de Lima, Per(.

Todas las muestras fueron observadas «en fresco», con
solucién salina y lugol parasitolégico. Para la coloracion se
empled la siguiente técnica: efectuar un frotis muy delgado
colocando sobre una lamina portaobjetos una gota pequefia
de solucion salina. Se recoge con un asa de micron una
minimacantidad de hecesy se extiende finamente paradispersar
los restos celuldsicos. Este paso es muy importante para poder
visualizar los quistes en forma aislada, lo cual inclusive nos
permite diferenciarlos de otros parasitos conlos que, alexamen
«enfresco», selesconfunde conmuchafrecuencia. El preparado
sefijaamedio ambiente o en estufaa 37 grados hasta que seque
completamente. Se aplica violeta de genciana durante 10
segundos, se lava con agua de cafio y se afiade lugol
bacteriolégico durante otros 10 segundos. Lavar y dejar secar
amedio ambiente. Observar con objetivo de 40, que abarcaun
campo masamplioy permite detectar rapidamente la presencia
de los quistes. Para apreciar la estructura més nitidamente,
emplear el objetivo de 100.

Es preferible utilizar la violeta de genciana de uso comercial,
gue se emplea en preparaciones farmacolégicas topicas y que se
expendeendroguerias(1gr.decolorante, 10ml.dealcohol etilico
absolutoy 89 ml. de agua destilada) ya que el cristal violeta que
se utilizaen latécnica convencional de la coloracién de Gram, no
colorea laCyclospora. También se puede emplear el colorante del
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set de Gram, que en nuestro medio se puede adquirir ya
preparado para uso de laboratorio y que esta elaborado con la
violeta de genciana mencionada. Es necesario controlar los
reactivos, porque si estdn muy concentrados oscurecen mucho
laldminay no permiten visualizar adecuadamente los quistes.

RESULTADOS

En el estudio microscopico efectuado, observamos en la
Figura 1, un quiste de Cyclospora ensolucién salina. Aparece
como una esfera hialina, mas o menos del tamafio de un
hematie, ya que su didmetro varia de 8 a 10 micras, con una
capsula externa bien definida y no refractil y un material
granularinterno que simulaunamoérulade color verdoso. Enla
Figura2, apreciamos que lacoloracion «enfresco»conlugol, no
tifie los quistes pero delimita muy claramente sus bordes,
algunos irregulares, como arrugados. Ademas en esta foto,
podemos observar al examen directo, las diferencias entre el
quiste de Cyclospora y el de Blastocystis, tanto en el tamafio
como en su aspecto estructural.

Figura 1. Ooquistes de Cyclospora
cayetanensis en soluciéon salina. En la

Figura 2.
examen directo con

Ooquistes de C.
lugol.

cayetanensis en
No se colorean,

En las laminas coloreadas, Figura 3, vemos que la
Cyclosporase detectacomo formasesféricasde gran variabilidad
en tamafio y captacion del colorante. Algunas formas son
oscuras, con una capsula muy gruesay un contenido también
bien coloreado. Otras son mas claras y otras completamente
tenues y sin ningun contenido. Es posible encontrar en un
mismo campo microscopico, numerosos elementos parasitarios
de diferente tamafio, formay color. En las laminas tefiidas se
aprecia nitidamente la diferencia entre la Cyclospora y el
Blastocystis, Figura 4. El Blastocystis muy grande, tefiido
tenuemente y con un contenido vacuolar, mientras que los
quistes de Cyclospora son muy pequefios y toman mejor la
coloracion. EnlaFigura5, se observa esquematicamente estas
diferencias. LaFigura 6, muestracon gran nitidez la morfologia
tipica de los quistes de Cyclospora, lo cual se logra cuando el
preparado se ha diluido adecuadamente evitando asi la
interferencia con los detritus propios de las heces.

Figura 3. Numer osos ooquistes de C. cayetanensis con color a-
cion devioleta de genciana. Se observa la variabilidad en el
tamafioy captacién del colorante.

Figura 4. Numerosos ooquistes de C. cayetanensis. Al centro,
un quiste de Blastocystis hominis. Observar la diferencia en
tamafioy captacion del colorante. Tincion: violetadegenciana.
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Figura 5. Diferenciacion esquematizada en-
tre los quistes de B. hominis y C. cayetanensis.

Tincién: violeta de genciana.
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Figura 6: Ooquiste de C. cayetanensis mostran-

do nitidamente su estructura. Tincién: violeta
de genciana.

DISCUSION

Existe laidea muy difundida, tanto en otros paises como
en el nuestro, que la investigacién de la Cyclospora es muy
complejay debe sersolicitada en formaespecial al laboratorio.
El método de coloracién que nosotros recomendamos, es
sumamente sencillo y esta al alcance de cualquier laboratorio.
Este procedimiento lo hemos empleado desde hace mucho
tiempo en nifios, para el diagnostico directo de Campylobacter
y posteriormente, con laaparicion de laepidemiadel cdlera, lo
introducimos como parte de larutinaentodoslosexamenesde
heces.

Mediante el empleo de técnicas microscopicas «en fresco,
pudimos observar en heces liquidas la presencia de formas
quisticas, que al examen directo, se veian como elementos
redondeados y refringentes que hasta entonces nos eran
desconocidos, pudiendo confundirse conBlastacystishominis,
Endolimax nana, Cryptosporidiumy levaduras. Latécnica de
coloracion nos permitié identificarlos comoCyclospora, porsu
tamafio, por la morfologia tipica descrita en la bibliografia y
ademas porque el cuadro clinico cedia en forma dramatica con
el tratamiento especifico recomendado para esta parasitosis®?.
Enlasfotosque presentamos, podemosapreciarlagrancantidad
de ooquistes que se observan, asicomo la nitidez y variabilidad
de su morfologia.

Se observa con muchafrecuenciaque se estadinformando
Blastocystis hominis en patologia digestiva. Hemos constatado
que este parasito coexiste con laCyclosporaen méasdel 90% de
los casos. No sabemos si esto es casual o existe algunarelacién
entre ambos. Cuando sélo se efectlia examen «en frescoy, es
posible confundirlos porque ambos se ven como elementos
redondeados, siendo la Cyclospora tan pequefia, que puede
pasar desapercibida. Tenemos inclusive pacientesenlos cuales
el Blastocystis es tan abundante y su morfologia tan perfecta,
que opaca la presencia de laCyclospora. Con esta coloracién,
la diferencia entre ambos es marcada (Figura 4), ya que el B.
hominisesmasgrande, se coloreadébilmentey puede presentar
vacuolas en su citoplasma. En algunas oportunidades, al
examen directo «en fresco», s6lo hemos vistoBlastocystis,que
como insistimos se visualiza con mayor facilidad, sin embargo
en la lamina coloreada siempre hemos encontrado ademas,
quistes de Cyclospora. Todo esto nos lleva a tener mucho
cuidado con el diagnostico clinico-microbioldgico de
Cyclospora, que a diferencia delBlastocystis, es causante de un
cuadro de patogenicidad reconocida, y en algunos casos muy
severo, pero que tiene tratamiento especifico y efectivo,
completamente diferente al de otras parasitosis. En cambio, el
rol patégeno del B. hominis, sigue causando grandes
controversias #3149, Mientras que algunos rechazan radicalmente
su participacion como causante de problemas digestivos, otros
le atribuyen rol patdgeno de procesos en los cuales se describen
exactamente los mismos sintomas que corresponden a la
ciclosporosis @9, La mayor confusién se crea cuando se
administra tratamiento para el Blastocystis y el cuadro puede
ceder aparentemente, dada la peculiaridad de la ciclosporosis
deautolimitarse, peroenrealidad el parasito permanece latente
hasta provocar unareactivacion o pasar alacronicidad. Nosotros
hemos encontrado Cyclosporatanto en pacientes no tratados,
que vienen de otros laboratorios con el diagnéstico de B.
hominis, como en pacientes tratados errbneamente por
Blastocystisy que han recidivado.

Ademés de su gran utilidad, el método que hemos
presentado es sumamente sencilloy estd al alcance de cualquier
laboratorio. Recomendamosincluirlo rutinariamente entodos
los exdmenes de heces, puescomo hemos visto, la prevalencia
de Cyclospora es cada vez mas elevada en nuestro medio.
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