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. RESUMEN

Cyclospora cayetanensis es un patdégeno recientemente descrito. Es un coccidio
emergente, cuyo ciclo de vida, reservorios y su prevalencia en los humanos no ha sido
sisteméticamente estudiada (1). Fue descrita por primera vez por Ashford en 1979 (2) y
clasificada por Ortega et al. en 1994 (3). Este parasito puede causar gastroenteritis y
produce varios sintomas entre los que se incluyen diarrea prolongada, pérdida de peso
y fatiga que se hacen presentes entre una a cinco semanas (4, 5, 6). La diarrea
responde a una terapia antibiotica a base de trimetopin-sulfametozaxole (4). Durante los
afos 1996 a 1998 fue asociado a brotes de diarrea en Estados Unidos y Canada por
consumo de vegetales y frutas frescas, especialmente frambuesas de Guatemala, por lo
gue las exportaciones de éstas han sido restringidas por la sospecha de que estén
contaminadas por este coccidio (1), basandose Unicamente en observaciones
epidemioldgicas. Esta medida trajo como consecuencia problemas econdémicos vy
desempleo en el pais. Sin embargo, nadie pudo demostrar la presencia de ooquistes

en las frutas.

El analisis para la deteccibn de C. cayetanensis en alimentos es un
procedimiento relativamente nuevo, en este estudio se utiliz6 el método de
epifluorescencia (método estdndar). Se conoce que la eficiencia de éste, depende de
que los procedimientos de lavado y recuperacion de ooquistes sean los adecuados (68).
Se evaluaron tres diferentes vegetales (apio, lechuga, espinaca) y tres diferentes frutas
(mora, frambuesa, fresa). A cada uno se le aplico siete tratamientos diferentes: agua
destilada (como método estandar), tres concentraciones de Laureato (0.5%, 1%, 2%) y
tres concentraciones de Tween 80 (0.05%, 0.1%, 0.2%). A cada tratamiento se les
agregé una cantidad conocida de ooquistes purificados de C. cayetanensis (2000
ooquistes/100 g de vegetal o fruta). Al momento de analizar las muestras se incluyé un
control negativo y después de los lavados correspondientes se observé el sedimento

por microscopia de epifluorescencia.

Por lo que al evaluar los dos diferentes detergentes (Laureato y Tween 80)
contra el agua destilada (método estandar), se encontré que el agua destilada es la que

demuestra la mayor tasa de recuperacién de ooquistes (30.9%). También se observd



gue mientras mas alta sea la concentracion del detergente, por ejemplo en Laureato 2%

y Tween 80 0.2%, la tasa de recuperacion de ooquistes es menor.

La tasa de recuperacion de ooquistes entre las tres frutas analizadas no muestra
tanta diferencia (24.75% — 25.88%), debido a que las estructuras fisicas de éstas son
similares y desprenden mucho debris al momento de realizar los lavados, pero en los
tres vegetales analizados, la lechuga muestra la mas alta tasa de recuperacion (26.4%
— 30.9%), debido a que su estructura es lisa en comparacion del apio y la espinaca.
Hay que tomar en cuenta que los ooquistes poseen un efecto de adherencia, por lo que
si a esta caracteristica se suman las estructuras fisicas de los vegetales y las frutas, se
vuelve muy dificil removerlos y recuperarlos, lo cual se refleja en una baja en el

porcentaje de recuperaciéon de los mismos.



II. INTRODUCCION

Cyclospora cayetanensis es un patégeno humano recientemente descrito cuyos
ooquistes son esféricos, miden de 8 a 10 um de didmetro, son auto fluorescentes y
alcohol acido resistentes tefiidos en Ziehl-Neelsen (1-3). Se conoce que los ooquistes
esporulados son el estadio infectivo, siendo el humano el Unico hospedero conocido

para este parasito (1-5).

Las infecciones por Cyclospora son del tipo estacional, coincidiendo
generalmente con la época lluviosa y se han reportado casos en toda América, el
Caribe, Inglaterra, este de Europa, Africa, India, el sudeste de Asia, Alemania y
Australia (1, 2, 4, 5). Desde 1996 fue asociado con brotes de diarrea en Estados
Unidos y Canada por consumo de vegetales y frutas frescas, lo que causé que las
exportaciones de frambuesas frescas de Guatemala hayan sido restringidas por la
sospecha de que estén contaminadas por Cyclospora cayetanensis, por lo que los
productores nacionales deben contar con una metodologia de deteccion rapida y

eficiente (4).

El analisis de muestras de alimentos para determinar la presencia de ooquistes
de C. cayetanensis se realiza actualmente por dos metodologias diferentes:
microscopia de epifluorescencia y analisis molecular por el método de reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) (4 - 6). ElI FDA considera un resultado positivo para C.
cayetanensis si tanto por epifluorescencia como por PCR el resultado es positivo (Ann

Adams com. per.).

La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) ha revelado una sensibilidad de
alrededor del 60-65 % siendo la posible causa de esa baja sensibilidad los inhibidores
presentes en el jugo de frambuesas (1, 4). La microscopia de epifluorescencia, que es
el método de referencia (método estandar), cuenta con el problema que debido a la
estructura compuesta de la frambuesa, con drupeolos y vellos, sumado al efecto de
adherencia que tienen los ooquistes los hacen dificiles de remover con los
procedimientos de lavado existentes resultando en andlisis falsos negativos. La tasa de

recuperacion de ooquistes de las frambuesas después del proceso de lavado es
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alrededor del 10%. Se puede establecer entonces que el proceso de recuperacion y
extraccién de ooquistes de la fruta es un factor limitante en el proceso de deteccion del
PCR vy que el procedimiento de lavado es el factor limitante en el método de

microscopia de epifluorescencia (1).

En este estudio, se utiliz6 el método de microscopia de epifluorescencia,
evaluando la tasa de recuperacion de ooquistes al emplear agua destilada (método
estandar)(4), Laureato (0.5%, 1%, 2%) y Tween 80 (0.05%, 0.1%, 0.2%) como
soluciones de lavado, en vegetales y frutas previamente contaminadas en el laboratorio

con cantidades conocidas de ooquistes de Cyclospora cayetanensis.
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[ll. ANTECEDENTES

A. GENERALIDADES:

Cyclospora cayetanensis es un patégeno humano recientemente descrito,
considerado como un microorganismo emergente (1). Se observ6 por primera vez en
1979, por Ashford que lo reporté como un coccidio parecido a Isospora en muestras de
heces de personas infectadas en Papua, Nueva Guinea (7- 10). Se penso inicialmente
que era un alga azul verdosa, un coccidio no esporulado, o bien una especie de
Cryptosporidium (11). Este organismo ha sido identificado en heces de pacientes
inmunocomprometidos e inmunocompetentes que presentan diarrea (12). En 1980,
varios investigadores encontraron estructuras similares en muestras fecales de
pacientes con diarrea y determinaron que este organismo era el agente causal (10).
Fue identificado como un parasito unicelular conocido como cuerpos semejantes a
cianobacterias o cuerpos semejantes a coccidios (coccidian like bodies -CLB's-) (10,13).
Por su apariencia y sus caracteristicas variables de tincion, en 1993, Ortega y
colaboradores, caracterizaron estos cuerpos parecidos a coccidios (coccidian like
bodies -CLB's-) como ooquistes pertenecientes a las especies de Cyclospora (12). En

1994, estas estructuras fueron designadas como Cyclospora cayetanensis (1,14).

1. Clasificacion e Historia:

El reino protista propuesto por Haeckel, incluye el subreino Protozoa (protozoos
y protozoarios) y sus cuatro Phyla: Sarcomastigophora (amebas y flagelados, Ciliophora
(ciliados), Apicomplexa (protozoos con un estadio infectivo mévil que presentan un
complejo apical) y Microspora (microsporidios) (15). El subphylum Apicomplexa se
subdivide en diferentes clases: Sporozoea que incluye la subclase Coccidia y el orden
Eucoccidiidae y el cual se subdivide en tres familias, incluyendo la familia Eimeriidae a

la que pertenece Cyclospora cayetanensis (3).

Cyclospora es un patdgeno intestinal emergente con relaciones de evolucion no
muy claras (16). La familia Eimeriidae comprende 16 géneros los cuales pueden
distinguirse por el nimero de esporoquistes y esporozoitos dentro de los maduros

dentro (1). Se ha demostrado por analisis filogenéticos que el género Cyclospora esta
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intimamente relacionado con el género Eimeria, que infecta principalmente a los pollos
(1,16). Esta relacion permite el poder predecir la especificidad con el hospedero de
Cyclospora, ciclo de vida (aun no bien definido) y epidemiologia, asi como el desarrollo
de un ensayo especifico de diagnéstico por medio de la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) (1,5).

El género Cyclospora fue propuesto por Schneider en 1881, cuando estaba
describiendo nuevas especies de parasitos coccidios de miridpodos (Glomeris sp)
creando el género Cyclospora para el parasito C. glomerica (17). En 1870, Eimer habia

descrito este tipo de parasito en el intestino de topos y roedores (4,16).

A principios de 1979, se detectaron ooquistes en una muestra fecal de una nifa
con diarrea, que previamente se le habia detectado Isospora, siendo este el primer caso
de infeccibn en humanos reportado por Ashford en Papua, Nueva Guinea, quien
solamente describidé el ooquiste del parasito (9). En 1986, se reportd un sindrome
diarréico en cuatro pacientes inmunoldégicamente competentes, tres de ellos habian
visitado Haiti y uno México, en quienes el analisis coprolégico reveld la presencia de
numerosas estructuras de 8-10 um de diametro con una pared celular exterior bien
definida y abundante material granular intracelular (4,8). En 1990 un organismo similar
fue asociado con diarrea en pacientes con el Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida
(SIDA) (9). En ese mismo afo se reportaron ocho casos de personas con diarrea
asociada a este organismo, el cual presentaba caracteristicas similares a ooquistes de
coccidios, pero al observarlos por microscopia electronica, estos presentaban organelos
tilacoides, presentes en las algas azul verdosas (18). Por esta razén, en 1991, se
propuso el término de cuerpos parecidos a cianobacterias o cuerpos parecidos a
coccidios (CLB's) para este organismo (19). Todos los CLB's obtenidos, se recolectaron
y fueron sometidos a diferentes estudios, observandose organelos caracteristicos de los
coccidios, por lo que Ortega y colaboradores en 1992 lo clasificaron como perteneciente
al género Cyclospora (10) nombrandolo Cyclospora cayetanensis en honor a la
Universidad Cayetano Heredia en Lima, Perd, donde realizaron los diferentes estudios

epidemiolégicos (16,20).
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B. AGENTE ETIOLOGICO:

El ciclo de vida para Cyclospora cayetanensis no estd todavia debidamente
descrito, al igual que los mecanismos de patogenicidad, rutas de transmision, seleccién
del hospedero y el reservorio natural (7,10,21). Se cree que su ciclo de vida (Fig.1)
involucra ambas fases de proliferacion (sexual y asexual) (5). Cyclospora cayetanensis
es especifica para los humanos, considerandole como unico hospedero (4,12). En
cortes histologicos del intestino de animales (entre los que se incluyen cerdos, conejos,
patos, gallinas ratas, gatos y aves silvestres), no se ha podido observar ningun estadio
de C. cayetanensis, por lo que se considera que estos no son infectados (4), pero se
cree que si pueden actuar como vectores (22). En Guatemala, se realizdé un estudio
epidemioldgico, donde se demostré que la presencia de gallinas y otras aves
domeésticas (patos y gansos) en el lugar desempefa un papel importante en el riesgo de
infecciones (23), pero no se encontré relacion con Cyclospora cayetanensis y se

concluyé que esta presente sélo en humanos (24).

Las personas infectadas con C. cayetanensis excretan ooquistes no esporulados
en las heces, pero estos no son infectivos ya que requieren de condiciones ambientales
favorables (temperatura y humedad) asi como de 5 dias a 2 semanas para esporular, y
volverse infectivos (2,4,13,20,25,26). Cada ooquiste esporulado contiene 2

esporoquistes y cada esporoquiste contiene 2 esporozoitos (10,25,26) (Fig.2).

C. caryolitica esporula a temperatura ambiente entre 4 -5 dias, mientras que C.
talpae y C. cayetanensis requieren mas o menos dos semanas (4). Este periodo que
requiere el ooquiste para volverse infectivo, sugiere que la contaminacion de fruta fresca
ocurre solamente con ooquistes completamente esporulados y ya que los ooquistes no
esporulados requieren de un tiempo y condiciones Optimas del ambiente para esporular,
la vida de anaquel de la fruta fresca puede expirar antes que estos ooquistes se vuelvan

infectivos (4).

La transmision de C. cayetanensis directamente de una persona infectada a
otra, se ha descartado ya que la infeccion es causada solamente por ooquistes
esporulados (12,14). Sin embargo, la transmisién indirecta si puede ocurrir y aunque

no se sabe con exactitud la dosis de infeccion, se presume que es considerablemente
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baja, de 10 a 100 ooquistes (2,4,27). Se ha demostrado en estudios preliminares que el
40% de los ooquistes preservados en dicromato de potasio (K,Cr,O;) al 2.5% a
temperatura ambiente (25-32 °C), presentan una esporulacién completa entre 5y 13
dias (4,10,16). Los ooquistes mantenidos a 4 °C retardan su esporulacion, hasta 6
meses, mientras que los ooquistes sometidos a temperatura de — 20 °C durante 24
horas y los que son sometidos a 60 °C durante una hora, no pueden inducir la
esporulacién (25). Estos ensayos refuerzan el rechazo a la posible transmisién directa

de este microorganismo (2).

C. MANIFESTACIONES CLINICAS:

Las manifestaciones clinicas de la ciclosporiasis incluyen cuadros tipicos de
diarrea acuosa prolongada con evacuaciones frecuentes siendo de 3 6 mas veces al
dia, sin presencia de moco o sangre, algunas veces explosivas y con tendencia a ser
recurrentes (5,14,28-30). Otros sintomas presentes son anorexia, pérdida de peso,
distension abdominal, flatulencia, calambres abdominales, ndusea, vémitos, dolor
muscular, fiebre (en el 25 por ciento de los casos), mialgia y fatiga extrema (12,13,27-
32).

Las personas infectadas con C. cayetanensis presentan un periodo de
incubacién que va de 2 a 11 dias, con promedio de una semana (12 - 14). La infeccién
puede durar desde 1 a 4 semanas (12,33) y se han observado remisiones y relapsos

después de 4 semanas de superada la infeccién (19).

En pacientes con el sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA), se han
diagnosticado enfermedades biliares asociadas con infecciones por C. cayetanensis
como otra manifestacion clinica importante (34). En paises en desarrollo, en donde la
enfermedad es endémica, la frecuente exposicion puede resultar en inmunidad
adquirida que se incrementa con la edad y por lo tanto, predisponer a infecciones
asintomaticas en nifios y a la ausencia de la infeccion en adultos (24), asi como a la
existencia de personas infectadas asintomaticas (13, 29). En estos lugares solamente
el 30 por ciento de los nifios infectados presenta diarrea, en contraste con los adultos

inmunodeficientes en quienes la infeccion es constantemente asociada con diarrea que
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puede durar mas de un mes, particularmente sin tratamiento, siendo el tratamiento de

eleccion Trimetopim-sulfametozaxole (SXT) (13, 14, 35).

Las manifestaciones clinicas de la cyclosporiasis son comunes y por lo tanto no
puede distinguirse clinicamente de otras infecciones diarréicas causadas por

microorganismos como: C. parvum, I. belli, Giardia lamblia y microsporidios (5, 36).

D. HISTOPATOLOGIA:

En aspirados de yeyuno realizados a personas infectadas con C. cayetanensis
se han observado ooquistes (29). Examenes de biopsias del yeyuno muestran una
inflamacién de leve a moderada de la ldmina propia y alteraciones de la superficie
epitelial con varios grados de atrofia que comprenden: desprendimiento y fusién de las
vellosidades o acortamiento y ensanchamiento de las mismas, infiltracion linfocitica de
la ldmina propia y un incremento en el nimero de linfocitos intraepiteliales (7, 32, 37).
En algunos pacientes se observd un aumento en la eosinofilia extratisular y la formacion

de matriz fibrosa dentro del vello desordenado (32).

Al final del lumen en el citoplasma de las células epiteliales, se localizaron
vacuolas parasitéforas conteniendo formas asexuales y sexuales de C. cayetanensis (7,
38). Por microscopia de luz se observaron dos tipos de merontes (tipo | y tipo Il)
completamente desarrollados (forma asexual). Los merontes tipo | poseian de 8 a 12
merozoitos completamente maduros. Los merontes tipo Il poseian 4 merozoitos bien
diferenciados. También se observaron gametocitos (forma sexual) del parasito. Los
merozoitos de ambos tipos de merontes poseian estructuras caracteristicas de los
coccidios, roptrias, micronemas y nucleo. La observacion microscoépica fue corroborada

por microscopia electronica (32).

La presencia de estos dos tipos de merontes y estadios sexuales asi como la
presencia de merontes asexuales en enterocitos del yeyuno en muestras de biopsias de
pacientes infectados excretando ooquistes, confirman que el ciclo de vida puede ser

completado en un solo hospedero: el humano (32, 38).
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Debido a que C. cayetanensis infecta los enterocitos del intestino delgado, las
personas infectadas tienen una absorciéon reducida de vitamina B12 y xilosa tanto como
una elevada excrecion de materia fecal. Todavia no esta definido qué proporcion de las

personas infectadas desarrolla estas anormalidades (16, 25, 38).

E. MECANISMOS DE INMUNIDAD:

Ciertos estudios realizados sugieren que la baja prevalencia de este
microorganismo observada en paises endémicos se debe a la frecuente exposicion a
éste desde nifios (24). El pico maximo de infeccion se observa en nifios entre 2 y 4
afios y no es detectable en nifios mayores de 11 afios ni en adultos que viven en
regiones endémicas (24, 39). Se desconoce si hay algun tipo de relacion con la
defensa inmunolégica que proveen las madres a sus nifios por medio de la lactancia
materna antes de los 2 afios, que haga que las infecciones por C. cayetanensis no los
afecten o posiblemente el riesgo de exposicion aumente al disminuir los anticuerpos
maternos proporcionados y al cambiar su tipo de alimentacion y actividades (24, 39).
Por estas razones, se sugiere que la inmunidad a C. cayetanensis puede ser adquirida
(24, 39).

F. DIAGNOSTICO DE LABORATORIO:

El diagndstico de laboratorio se basa en la identificacion del microorganismo por
medio del examen microscépico de una preparacion en fresco de muestras de heces.
En éstas donde se observan estructuras que posean las caracteristicas morfologicas de
los ooquistes de C. cayetanensis: esferas no refractiles, que contienen citoplasma no
definido o globulos refractiles que miden de 8 a 10 um de diametro (14,40,41)(Fig.2).
Para maximizar la recuperacion de ooquistes, ya que la cantidad de estos en las heces
es muy pequefia, se hace necesario la concentracibn de los mismos, utilizando
procedimientos de concentracion como lo son: la técnica de flotacion de Sheather y la
técnica de formalina-acetato de etilo (Procedimiento de Ritchie) (40 - 43). Sin embargo,
para una identificacién definitiva se utilizan diferentes métodos de tincién (14), al utilizar
la tincion de Ziehl-Neelsen modificada, la técnica mas utilizada en los laboratorios, los
ooquistes de Cyclospora se muestran como acido-resistentes variables, ya que pueden

tefiirse perfectamente o no, con una coloracién desde rosado claro hasta rojo profundo
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(40). Utilizando la técnica de safranina, los ooquistes se tifien uniformemente,
presentado una coloracion rojo-naranja brillante si las preparaciones son calentadas en

un microondas durante la tincion (44)(Fig.3).

Aunque los ooquistes de Cyclospora son observados facilmente por microscopia
de contraste de fases, la microscopia de epifluorescencia es una técnica sensible, en la
cual la autofluorescencia de los ooquistes es una caracteristica util y distinguible,
autofluorescen de color azul si se utilizan filtros de excitacién entre 330 - 380 nm (365
nm) y verde con filtros a 450 - 490 nm (2, 40, 45). El tamafio de los ooquistes (8 a 10
um) es un criterio importante que no se debe olvidar en la identificacion de este
microorganismo, no importando la técnica que se emplee, ya que ayuda a establecer el

diagnéstico correcto (16).

Ademas de la microscopia, actualmente se desarroll6 un método molecular de
PCR, para tamizar las muestras de heces y confirmar aquellos resultados positivos
obtenidos por microscopia. El método de PCR detecta y amplifica una regién del gen
ribosomal rRNA 18S de Cyclospora sp. Y es un ensayo altamente especifico y sensible
(3, 46, 47). Actualmente se ha desarrollado un protocolo de PCR basado en filtros de
extraccion de ADN. Estos filtros estan impregnados con desnaturalizantes, agentes
quelantes y radicales libres, que causan lisis por contacto a la gran mayoria de las
células y secuestran el ADN dentro de su matriz. Los residuos son facilmente
removidos por lavados con diferentes buffers y los filtros son utilizados para el analisis
por PCR. Este método ha detectado de 10 a 30 ooquistes de C. cayetanensis en 100 g

de frambuesas (48, Orlandi P. com. per.).

G. TRATAMIENTO:

El tratamiento consiste principalmente en medidas de soporte y el
mantenimiento de una adecuada rehidratacion (fluidos y equilibrio electrolitico), asi

como el alivio de los sintomas y una correcta terapia antibiética (5, 16).

Las infecciones con C. cayetanensis pueden ser exitosamente tratadas con
Trimetopim-sulfametoxazole (SXT), el cual se ha comprobado es el Unico antibidtico

disponible que es realmente efectivo en la erradicacién de este microorganismo (6, 21,
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49 - 51). Es importante hacer notar que en pacientes con VIH, se utiliza actualmente

este medicamento como un tratamiento profilactico (14, 24, 36, 49).

H. EPIDEMIOLOGIA:

Las infecciones por C. cayetanensis han sido confirmadas en toda América, el
Caribe, Reino Unido, Europa del Este, Africa, Bangladesh, Pakistan, Nueva Guinea,
Indonesia, Medio Oriente, el subcontinente de la India, el sur-este de Asia y Australia (5,
8,9,31,38,52- 54). En Estados Unidos, Inglaterra y Australia, fueron observados casos
en personas que habian viajado a diferentes areas endémicas de paises en vias de
desarrollo y la mayor cantidad de brotes por C. cayetanensis en Estados Unidos vy
Canada estan asociados a eventos sociales en los que se ingirieron “berries”
(frambuesas, moras, fresas) o alimentos que las tuvieran como ingrediente principal (55,
57).

Aungue las infecciones por Cyclospora han sido documentadas en humanos
alrededor del mundo desde 1979 (7), ha sido solamente en los Ultimos afios que este
parasito ha empezado a ser relevante, como resultado de los brotes por contaminacion
de alimentos en los Estados Unidos y Canada (21), por lo que actualmente, C.

cayetanensis se ha descrito como la nueva bomba bioldgica (58).

Aunque no se conocen todavia a profundidad las rutas de transmision, las
postuladas que incluyen la ingestion de alimentos especialmente frutas, vegetales
frescos y el agua de beber, se consideran como las causantes de la transmisién de la
infeccién (5,17,14,19,51,58 - 61). La transmision directa (contacto persona a persona)
se ha descartado por la necesidad de diferentes condiciones ambientales ideales para

gue el ooquiste se vuelva infectivo (2,4,20,25,26,40).

Antes de 1995 C. cayetanensis fue reportado como un agente causal de
gastroenteritis en nifios que vivian en condiciones de pobreza extrema y pocas
condiciones sanitarias (12,39) y en adultos que viajaban a paises endémicos (21,28,62 -
64). La prevalencia de infecciones en estos paises va desde 1.1% hasta 5%

(23,24,39,65); sin embargo, se observé una incidencia hasta del 12 por ciento tanto en
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nifios como en adultos extranjeros que vivian en regiones endémicas en ciertas épocas
del afio (18,39). Existe una prevalencia baja reportada en pacientes con VIH en Norte
América y Europa en comparacion con los paises en desarrollo, debido al uso de
Trimetopim-sulfametoxazole (antibiético de eleccion en la infecciones por C.

cayetanensis) como profilactico en las infecciones por Pneumocystis carinii (4, 36).

La cyclosporiasis presenta una marcada estacionalidad coincidiendo con la
estacion calurosa y lluviosa, observada en paises endémicos en donde se ha realizado
la mayor cantidad de estudios epidemiolégicos (4,12,14,18,35,37,40,59), ya que en
invierno, su prevalencia disminuye tanto, posiblemente porque el descenso en la
temperatura del ambiente, no favorece la esporulacion del protozoo (12,24,59). Se ha
observado que la diferencia en las areas geograficas puede resultar en distintas formas
de estacionalidad que presenta C. cayetanensis; asi Nepal y Guatemala, que se
encuentran en el mismo plano ecuatorial, presentan infecciones en los meses de abril a
agosto, con un pico maximo en los meses de mayo y junio que coincide con la época
lluviosa para estos paises (4,12,23,37,66,67). En Perl, casi todas las infecciones
ocurren durante los meses de diciembre a julio (verano en ese pais), con un pico
maximo en abril y junio; es extremadamente raro que se reporten infecciones en
cualquier otra época del afio (12,24,68). Sin embargo, en Haiti, otro pais endémico
para C. cayetanensis, los meses pico son enero a marzo que son los meses frios del
ano, debido a que las temperaturas de verano son tan elevadas que se consideran un
factor critico en la sobrevivencia de los ooquistes de este parasito (27). Se podria creer,
segun estas observaciones, que las fluctuaciones de temperatura son el factor

predominantemente asociado con las prevalencias de infecciones de Cyclospora (27).

Muy pocos estudios epidemiologicos se han realizado en Guatemala y ninguno
prospectivo a lo largo de las estaciones lluviosas. El primer caso de infeccién por C.
cayetanensis fue descrito por Tamara Velasquez en 1991 (69). Entre 1996 y 1997, se
realizaron estudios de prevalencia de este parasito en pacientes con SIDA,
obteniéndose un 12% y 17% respectivamente (66,67). En uno de estos estudios, se
incluia una poblacion pediatrica menores de 5 afios, quienes también presentaron una
prevalencia del 17% (66,67). En 1998, un estudio epidemiolégico reporté una

prevalencia de 3.5% en nifios entre 1.4 y 4 afios y 3.8% en nifios entre 5y 9 afos, con
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un drastico aumento en la prevalencia de casos en nifios entre 1.5 y 9 afios (19%), al

inicio de la época lluviosa (23).

I. ASOCIACION CON AGUA Y ALIMENTOS:

Debido a que las rutas de transmision no han sido totalmente identificadas para
C. cayetanensis, ciertos datos epidemiol6gicos sugieren dos vias de contaminacion que

son la ingestion de agua y alimentos que posean ooquistes de C. cayetanensis (59).

En 1995, se reporté un brote de cyclosporiasis en el personal de un Hospital de
Chicago. La infeccién fue asociada epidemioldgicamente con el consumo de agua de
un grifo posiblemente contaminado con agua estancada de un depdésito de reserva que
se encontraba en el techo del hospital (70). En un caso aislado, que también ocurrié en
Chicago, un nifio de 8 afios presentd un cuadro de diarrea y empezé a excretar
ooquistes en sus heces de un coccidio todavia no identificado, después de haber
nadado en el lago Michigan (55) y en Utah un hombre present6 diarrea acuosa después
de haber limpiado su sétano, el cual se habia inundado con aguas residuales posterior a

una fuerte tormenta (71).

En Nepal, dos brotes de infeccion por Cyclospora también fueron atribuidos a
agua contaminada. El primero ocurrié en un grupo de refugiados durante el verano de
1992, por ingerir agua no tratada y leche reconstituida con esa agua. El segundo fue en
soldados britanicos, supuestamente debido a la mala cloracion del agua. Sin embargo,
en este brote, los ooquistes del parasito fueron identificados por primera vez en el agua
gue se estaba usando para beber (supuestamente potable) la cual era una mezcla de

agua de rio y agua municipal (59,72).

La transmision de C. cayetanensis por alimentos fue sugerida por primera vez en
1995 cuando un piloto aviador sufrié diarrea en un vuelo entre Haiti y Miami y este se
asocid a la comida preparada en una cocina de Haiti y llevada a bordo (73). Ya que C.
cayetanensis es endémico en Haiti, y se sugirié que este tipo de infeccién podria ser
adquirida en comidas que se lleven a bordo de aviones, sin necesidad de visitar un pais

endémico (73).
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En Estados Unidos, fue reportada por primera vez en 1995 (70,74) y
ampliamente reportada en 1996 y 1997 (74-81). En 1996, en reportes preliminares, se
implico el consumo de fresas como fuente de contaminacion, pero después de reunir
datos epidemioldgicos la atencion cambid drasticamente al consumo de frambuesas
(75,76).

En 1996, en Estados Unidos, de un total de 1465 casos de diarrea, solo se
pudieron documentar 740 casos donde las personas recordaban haber ingerido algun
tipo de fruta (frambuesas y fresas) en algun evento social y estas frutas fueron parte del
buffet (76). Datos bien documentados implican a las frambuesas como fuente de
transmisidén de C. cayetanensis en 29 eventos, de los cuales en 21 eventos, después de
un rastreo epidemiolégico, se concluyé que la fuente eran frambuesas de Guatemala
(77). En 1997, se reportaron otros 1450 casos de cyclosporiasis, 550 de ellos
confirmados en el laboratorio (81). Muchos de los casos fueron fuertemente asociados
por epidemiologia e involucraban nuevamente a las frambuesas importadas de
Guatemala (82).

Aungue las frambuesas importadas de Guatemala han sido asociadas con los
brotes de ciclosporiasis en Estados Unidos durante tres afios consecutivos desde 1996,
a la fecha no se ha podido comprobar la presencia de ooquistes de C. cayetanensis en
las mismas. Sin embargo, éste si ha sido aislado de vegetales cosechados en regiones

endémicas de Peru y Nepal (68,83).

Después de las implicaciones de 1996 y 1997, el gobierno y la Comision de
Bayas de Guatemala informaron al Centro de Control y Prevencion de Enfermedades
(CDC) y a la Administracion de Alimentos y Drogas (FDA) que voluntariamente
suspenderian las exportaciones de frambuesas a Estados Unidos (84-86). En 1997,
una comision de la FDA representada por los Drs. Ann Adams y Eugene LeClerc
visitaron los laboratorios del Instituto de Nutricibn de Centro América y Panama
(INCAP), en donde conjuntamente con el MSc. Mario Gonzalez trabajaron en la
implementacién de la metodologia y busqueda de C. cayetanensis en muestras de
frambuesas de las fincas exportadoras. En esta ocasién no se encontraron ooquistes

de C. cayetanensis en ninguna de las muestras analizadas (Gonzalez M. com.pers.).
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Ese mismo afo, la Asociacion Gremial de Productos no Tradicionales de
Guatemala (AGEXPRONT), implementd un Plan Modelo de Excelencia para mejorar las
condiciones sanitarias que se manejaban en las fincas; dejando solamente 5 fincas
certificadas para poder exportar (Flores L. com. per.). A pesar de esto, en 1998, las
frambuesas de Guatemala estuvieron implicadas en un nuevo brote de ciclosporiasis en
Ontario, Canada (87), por lo que nuevamente fueron suspendidas las exportaciones a
Estados Unidos y Canada (88,89).

En un estudio realizado en pequefios mercados de los suburbios periurbanos de
Perd, durante las estaciones de alta y baja incidencia, fueron muestreados varios
vegetales entre los que se encuentran puerros, hierbabuena, brécoli, apio, cebolla,
lechuga, cilantro, perejil, albahaca, espinaca, rdbanos, arvejas, repollo, chile pimiento.
Este estudio tenia dos finalidades: Una, demostrar la presencia de ooquistes de
Cryptosporidium parvum y C. cayetanensis en vegetales expendidos en los mercados
urbanos de Peru y la otra demostrar experimentalmente que el lavado de vegetales no
remueve por completo los ooquistes de C. parvum y C. cayetanensis. Se encontr6 que
el repollo, la lechuga, perejil, cebollas y puerros estaban contaminados con C. parvum.
La lechuga y la hierbabuena estaban contaminadas con ooquistes de C. cayetanensis.
En la inoculacion experimental de vegetales se encontré que se recuperaba del 13-15%
ciento del inéculo original (100 ooquistes/100 ul) de C. cayetanensis y 25-35% del
in6culo original (100 ooquistes/100 ul) de C. parvum (68), demostrandose asi que el

lavado no remueve los ooquistes por completo.

J. DIAGNOSTICO DE LABORATORIO EN MUESTRAS DE ALIMENTOS:

El analisis para la deteccion de C. cayetanensis es un procedimiento
relativamente nuevo. Actualmente, se han desarrollado métodos para detectar e
identificar ooquistes de Cyclospora en muestras de alimentos y agua: Microscopia de
epifluorescencia, PCR vy el protocolo de PCR basado en filtros de extraccién de ADN (4
-6, 48).

En contraste con las muestras clinicas, el nimero de ooquistes presentes en las

muestras de alimentos es considerablemente bajo y la inexistencia de protocolos de
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enriguecimiento para este parasito han hecho que los métodos de deteccién sean
deficientes (1,4). La eficiencia de los métodos de analisis, en este caso, depende de los

procedimientos de recuperacién de ooquistes y de los procedimientos de lavado (68).

Los procedimientos de lavado han sido modificados por varios laboratorios en un
esfuerzo de aumentar la recuperacion de ooquistes. Sin embargo, en experimentos
comparando agua destilada y diferentes soluciones de detergentes (1x Tris-EDTA, pH
7.4 con 0.1% de Laureato 12 (PPG Industrial), o dodecilsulfato de sodio con Tween
1%), no se detectaron diferencias significativas en los porcentajes de recuperacion (4),
por lo que el agua destilada sigue siendo la solucién de eleccién (4,68). Por lo que se

utilizaran Laureato y Tween 20 en tres concentraciones diferentes (R. Pratdesaba com.

per.).

La microscopia de epifluorescencia es el método estandar hasta la fecha. Las
laminas fijas y la observacién de frotes tefiidos con la coloracion de Kinyoun modificado
no son aceptables para el andlisis de muestras de alimentos, debido a que otros
componentes presentes en el sedimento tales como polen, hongos, mohos, otros
organismos y cualquier otro artefacto puede interferir en la deteccién de los ooquistes y

generar resultados falsos-positivos (4).

La microscopia de epifluorescencia en donde se analizan preparaciones en
fresco de las muestras de alimentos es un método mucho mas sensible y requiere de la
observacion microscépica de toda la preparacion, la cual es sellada con silicona, para
prevenir la desecacion de la muestra. Los ooquistes de Cyclospora son esféricos,
miden de 8-10 um de diametro y autofluorescen de color azul con un filtro de excitacion
dicroico entre 330-380 nm (365 nm), sin embargo, siempre es necesario corroborar su
presencia utilizando la microscopia de luz visible para observar sus estructuras internas

caracteristicas (4).

En analisis de alimentos es de suma importancia verificar la presencia de
ooquistes de Cyclospora ya que los ooquistes de Eimeria, que es otro coccidio no
patdgeno en humanos y estrechamente ligado al género Cyclospora, ha sido aislado de

muestras de frambuesas (1,3,4,6,90). Por esta razén, es necesaria la aplicacién de
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otros métodos que confirmen la presencia de ooquistes de Cyclospora en muestras de

alimentos.

El método de PCR para la deteccién del gen rRNA 18S de Cyclospora sp.
Desarrollado por Relman et al. (3) y Yoder et al. (46) provee un ensayo altamente
especifico y sensible que puede ser aplicado a una gran variedad de muestras de
alimentos. La ventaja de este método de PCR sobre otros métodos de deteccion es su
alta especificidad y que no produce amplificacion de fragmentos de otras especies de
coccidios relacionados (2). Actualmente se ha desarrollado un protocolo de PCR
basado en filtros de extraccion de ADN, los cuales estan impregnados con
desnaturalizantes, agentes quelantes y radicales libres que causan lisis por contacto a
las células y secuestran el ADN dentro de su matriz. Los residuos son facilmente
removidos por lavados con diferentes buffers y estos filtros son utilizados para el
analisis por PCR. Este método ha detectado de 10 a 30 ooquistes de C. cayetanensis

en 100 g de frambuesas (48, Orlandi P. com. per.).
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V. JUSTIFICACION

Guatemala es un pais que cuenta con diversidad de vegetales y frutas debido a
la variedad climatica que posee. Por esta razoén, el pais tiene la capacidad de exportar

gran cantidad de productos lo que genera crecimiento econémico y empleo.

Entre los productos de exportacion estan las frambuesas, las que recientemente
han sido asociadas con brotes de diarrea en Estados Unidos causados por Cyclospora
cayetanensis. Hasta la fecha no ha sido posible demostrar la presencia de ooquistes de
C. cayetanensis en frambuesas de Guatemala, por lo que la evidencia que apoya esta

restriccion es Unicamente epidemiologica (10,11).

El reconocimiento de C. cayetanensis como un patdégeno importante asociado
con alimentos ha generado un gran interés en la bulsqueda de una metodologia
diagndstica apropiada para su identificacion. El procedimiento de andlisis de muestras
de alimentos para determinar la presencia de C. cayetanensis es relativamente nuevo.
Actualmente se realiza por medio de microscopia de epifluorescencia y analisis

molecular por el método de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) (1,13,14).

En este estudio se utilizdé el método de epifluorescencia, evaluando la tasa de
recuperacion de ooquistes al emplear Laureato (0.5%, 1%, 2%) y Tween 80 (0.05%,
0.1%, 0.2%), ambos detergentes, no maximizan la recuperacion de ooquistes de C.
cayetanensis, en comparacion con el método estandar en donde se emplea agua
destilada (1). Ademéas se compararé el efecto de adherencia de los ooquistes en
diferentes superficies fisicas de diferentes vegetales y frutas, después del proceso de

lavado, lo que se evaluad por el método de epifluorescencia.



26

V. OBJETIVOS

A. GENERAL:

Mejorar la eficiencia en la recuperacion de ooquistes, ensayando con diferentes

soluciones de lavado.

B. ESPECIFICOS:

1. Purificar y cuantificar ooquistes de C. cayetanensis provenientes de heces

fecales contaminadas.

2. Evaluar la tasa de recuperacion de ooquistes al emplear Laureato, Tween 80 y

agua destilada como soluciones de lavado.

3. Comparar la efectividad de Laureato y Tween 80, en tres concentraciones
diferentes, para maximizar la recuperacion de ooquistes de C. cayetanensis de

vegetales y frutas contaminadas experimentalmente en el laboratorio.

4, Comparar diferentes superficies fisicas de vegetales y frutas, evaluar la

adherencia de ooquistes a éstas.
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VI. HIPOTESIS

La utilizacion de los detergentes Laureato y/o Tween 80 en el proceso de lavado,
maximizan la recuperacién de ooquistes de C. cayetanensis a partir de diferentes

vegetales y frutas contaminados en el laboratorio .
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VIl. MATERIALES Y METODOS

A. Universo de Trabajo

Vegetales (espinaca, lechuga, apio) y frutas (fresas, moras, frambuesas)

contaminadas en el laboratorio con una alta concentracibn de ooquistes

purificados de Cyclospora cayetanensis.
B. Recursos
1. Recursos Humanos:

M. Sc. Rafael Pratdesaba (asesor)
M. Sc. Mario Gonzalez (asesor)
M. Sc. Olga Torres de Matute (co-asesor)

Br. Evelyn Yolanda Piedrasanta Estévez (tesista)

2. Recursos Institucionales:

Laboratorio de Microbiologia Dr. Leonardo Mata del Instituto de Nutricién de

Centro América y Panama (INCAP)
Asociacion Gremial de Exportadores de Productos no Tradicionales

(AGEXPRONT).
3. Recursos Fisicos:

a. Material de Laboratorio

Botellas de vidrio de 50, 100,500, 1000 mL.
Probetas 100, 500, 1000 mL.

Bolsas plasticas para alimentos

Cucharas pléasticas para alimentos
Espatula

Toallas de papel



Beakers 100, 500, 2000 mL.
Pipetas Pasteur estériles
Pipetas plasticas desechables
Micropipetas de 20-200 uL, 50-250 uL, 100-1000 uL.
Tips amarillos sin filtro

Tips azules sin filtro

Pipetor automético

Tubos conicos Falcon de 15 mL.
Tubos conicos Falcon de 50 mL.
Mechero

Gradilla

Recipientes de plastico
Porta-objetos

Cubre-objetos

Grasa de silicone

Pintura de ufias transparente
Frambuesas frescas

Moras frescas

Fresas frescas

Lechugas frescas

Apios frescos

Espinacas frescas

Contador de células

b. Reactivos:

Formalina salina

Acetato de etilo

Dicromato de potasio al 2.5%
Carbol-Fuschina

Azul de metileno

Alcohol acido

Lugol

Cloruro de cesio (CsCl)

29
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Tris (2-amino-2(hidroximetil)-1,3-propanaodiol)
EDTA (acido etilendiamintetraacético)

PBS pH 7.4

Percoll

Agua bidestilada

Agua destilada estéril

Solucion salina 0.85%

Etanol 70%

Cloro 3%
Tween 80
Laureato
c. Equipo:
Balanza
Vortex
Plataforma de rotacion
Microscopio de luz
Microscopio de epifluorescencia
Centrifuga refrigerada para tubos cénicos de 50 mL.
Centrifuga para tubos cénicos de 15 mL.
Refrigeradora
C. Métodos
1. Andlisis de muestras de heces para la busqueda de ooquistes de Cyclospora

cayetanensis.

Analizar muestras de heces provenientes de diferentes centros asistenciales, el
namero de muestras no es relevante, pues lo que interesa es la obtencién de

ooquistes de Cyclospora cayetanensis.

Realizar el procedimiento de Ritchie a cada una de las muestras, el cual consiste

en: Transferir una pequefia porcion de la muestra a tubos Falcon de 15 mL.;
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agregar 8 mL. De formalina salina y 4 mL. De acetato de etilo. Agitar
vigorosamente durante 30 segundos. Centrifugar a 2000 RPM durante 5
minutos y observar en el tubo la formacion de diferentes fases. Con un palillo,
raspar las paredes del tubo y decantar el sobrenadante; luego, limpiar las
paredes del tubo con un hisopo y agregar 1 mL. De formalina salina al

sedimento. Homogenizar la muestra.

Realizar un frote del sedimento utilizando la tincién de Kinyoun modificado y
observarlo en microscopia de luz en 10x y 40x. Realizar dos preparaciones en
fresco de la muestra en formalina salina y lugol para observacion por

microscopia de luz y confirmando en epifluorescencia.

Preservar las muestras positivas para C. cayetanensis en dicromato de potasio
al 2.5%.

Purificacién de ooquistes de Cyclospora cayetanensis con gradientes de cloruro
de cesio (CsCl).

Las muestras que se utilizan son las de heces positivas para C. cayetanensis

preservadas en dicromato de potasio al 2.5%.

Realizar un recuento inicial de ooquistes, en un frote tefiido con Kinyoun
modificado, observandolo por microscopia de luz (40X) y confirmando por

epifluorescencia.

Preparar una solucion stock de CsClI (2 g. de CsClI por mL. de agua bidestilada)
y un buffer de CsCl que contiene 500 mL. De agua bidestilada, 3.03 g. de Tris y
1.86 g. de EDTA. A partir de esto se preparan 3 soluciones de trabajo; Solucion
A: solucion stock diluida 1:2 con el buffer; Solucion B: Solucion A diluida 1:3 con

el buffer; Solucién C: Solucion A diluida 1:7.5 con el buffer.
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Preparar los gradientes en tubos cénicos Falcon de 50 mL. Con las soluciones
A, By C, mas la muestra de heces diluida en buffer PBS en una relacién 1:3.
Centrifugar a 5000 RPM durante 3 horas.

Remover la banda de ooquistes (aproximadamente 2-3 cms. arriba del
sedimento o pellet) con una pipeta Pasteur con sumo cuidado y transferirla a un
tubo conico de 50 mL.; diluir 1:2 con agua bidestilada, centrifugar nuevamente a
5000 RPM durante 10 minutos.

Descartar el sobrenadante y resuspender el pellet en 1 mL. De agua bidestilada

para transferirlo a tubos Eppenderf debidamente identificados.

Centrifugar los tubos Eppendorf a 5000 RPM durante 3 minutos. Descartar el
sobrenadante y resuspender el pellet en 0.5 mL. de PBS y 0.5 mL. De

Percoll/PBS al 40%, el cual se agrega cuidadosamente.

Centrifugar a 10000 RPM durante 5 minutos.

Lavar el pellet (ooquistes obtenidos) dos veces con agua bidestilada diluida en
PBS 1:2 y centrifugar a 5000 RPM durante 5 minutos. Dejar los ooquistes
resuspendidos en 500 uL de agua bidestilada/PBS 1:2 y guardar a 4° C para su

utilizacion posterior.

Contaminacion de muestras de alimentos

Preparar bolsas plasticas para analisis de alimentos debidamente identificadas.
Utilizar 8 bolsas por cada ensayo para cada vegetal y/o fruta a analizar: Un
control negativo, 1 para lavado con agua destilada, 3 para diferentes
concentraciones de Tween 80 (0.05%,0.1% y 0.2%) y 3 para diferentes

concentraciones de Laureato (0.5%,1% y 2%).

Pesar 100 g del vegetal (espinaca, apio, lechuga) o fruta (fresa, mora,

frambuesa) a analizar y colocar en las bolsas.
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Inocular con 2000 ooquistes las bolsas (exceptuando la del control negativo),

dejar las bolsas ya inoculadas a temperatura ambiente por 24 horas.

Procedimiento de recuperacion de ooquistes: Centrifugacion

Al cumplirse las 24 horas de exposicidn, agregar a cada bolsa lo siguiente:

Bolsa 1 Control negativo: 100 mL agua destilada
Bolsa 2 Control positivo: 100 mL agua destilada
Bolsa 3: 100 mL Laureato 0.5%

Bolsa 4: 100 mL Laureato 1%

Bolsa 5: 100 mL Laureato 2%

Bolsa 6: 100 mL Tween 80 0.05%

Bolsa 7: 100 mL Tween 80 0.1%

Bolsa 8: 100 mL Tween 80 0.2%

Homogenizar bien y dejar a temperatura ambiente por 20 minutos. Colocar las
bolsas en una plataforma de agitacion a 100 RPM durante 20 minutos (10

minutos cada lado de la bolsa).

Transferir el sobrenadante a tubos conicos de 50 mL y centrifugar a 3000 RPM
durante 20 minutos. Descartar el sobrenadante y agregar al pellet obtenido una
cantidad equivalente de agua destilada.

Guardar los pellets a 4° C para su analisis posterior.

Método de deteccion: Analisis por microscopia de epifluorescencia

Preparar las laminas de la manera siguiente:

Agregar a toda la orilla de un cubre-objetos grasa de silicone (se puede utilizar
pintura de ufas transparente también), con la ayuda de un tip. Colocar el cubre-

objetos sobre un papel absorbente o servilleta y agregar 10 uL del sedimento a

observar en la parte de arriba del cubreobjetos. Colocar encima un porta-
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objetos y presionar suavemente; obteniendo asi los montajes de las

preparaciones a observar.

Observar las preparaciones bajo luz UV a 400x. Los ooquistes de Cyclospora
cayetanensis fluorescen azul intenso con un filtro de excitacion entre 330-380
nm (365 nm), por microscopia de luz visible se puede verificar la presencia de
estructuras internas caracteristicas. Observar las preparaciones en su totalidad

para realizar el recuento de ooquistes de C. cayetanensis.
D. Disefio Experimental
1. Analisis de Resultados

Se realiz6 un analisis de varianza (ANDEVA) utilizando para ello el programa
SAS, version 6 a través de su modelo PROC GLM.

Posteriormente al analisis ANDEVA, se realizé la Prueba de Duncan y Test de

Hipotesis.
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VIIl. RESULTADOS

Previo a la realizacion de cada uno de los ensayos se realizé una
pequefa investigacion en diferentes centros asistenciales, con el fin de encontrar
una muestra positiva para C. cayetanensis. Se analizaron un total de 256
muestras (la cantidad no era relevante), solo cinco fueron positivas, de las cuales
solo una fue util para la purificacion por medio de gradientes de cloruro de cesio,
para obtener una considerable cantidad de ooquistes purificados, necesarios para
la posterior inoculacion en los ensayos. La muestra original eran 1000 mL,
después de colarla en gasa y lavarla con agua destilada, se obtuvieron 103.5 mL
de muestra limpia, a la cual se le agreg6 dicromato de potasio en una relacion
1:2, para guardarla en refrigeracion, teniendo un volumen final de 207 mL. De
esta muestra se tomaron 10 mL para realizar la primera purificacion y se
obtuvieron al final 230,500 ooquistes purificados. Para hacer el conteo de
ooquistes, se procedi6 segun se describe en la seccion C. de materiales y

métodos.

Se evaluaron tres vegetales diferentes (lechuga, apio, espinaca) y tres
frutas diferentes (fresa, mora, frambuesa), cada muestra se analiz6 con siete
soluciones de lavado: tres concentraciones diferentes de Laureato (0.5%, 1%,
2%), Tween 80 (0.05%, 0.1%, 0.2%), un control negativo (sin inoculacién de
ooquistes) y un control positivo, cada control se analiz6 con agua destilada como
solucion de lavado (en total, 8 ensayos por cada vegetal o fruta) y cada ensayo se

realizé por duplicado.

Para hacer el conteo de ooquistes, se procedio de la misma manera que

con la muestra, observandose toda la preparacion.
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El promedio de observacion de ooquistes de C. cayetanensis por el método de

epifluorescencia en vegetales se muestra a continuacién en la tabla No. 1 donde

el agua destilada es el mejor tratamiento para remover ooquistes.

TABLA No. 1

PROMEDIO DE OBSERVACIONES DE OOQUISTES EN

VEGETALES
TRATAMIENTO APIO LECHUGA  ESPINACA
AGUA DESTILADA 23 (+/-4) 28 (+/- 4) 21 (+/- 4)
TWEEN 0.05 % 21 (+/-3) 26 (+/-4) 20 (+/- 4)
TWEEN 0.1 % 19 (+/-3) 25 (+/- 3) 18 (+/- 3)
TWEEN 0.2 % 18 (+/-3) 24 (+/- 3) 17 (+/- 2)
LAUREATO 0.5 % 22 (+/-4) 26 (+/-3) 20 (+/- 1)
LAUREATO 1 % 20 (+/-2) 25 (+/- 4) 17 (+/- 2)
LAUREATO 2 % 18 (+/-4) 24 (+/- 4) 16 (+/- 2)

El promedio de observacion de ooquistes en frutas muestra diferencia con el de

los vegetales como puede observarse en la tabla No. 2, debido a las

caracteristicas propias de cada una de las frutas analizadas.

TABLA No. 2

PROMEDIO DE OBSERVACIONES DE OOQUISTES EN FRUTAS

TRATAMIENTO MORA  FRAMBUESA  FRESA

AGUA DESTILADA 22 (+/- 3) 23 (+/- 2) 20 (+/- 3)
TWEEN 0.05 % 19 (+/- 2) 22 (+/- 3) 19 (+/- 4)
TWEEN 0.1 % 18 (+/- 2) 16 (+/- 2) 18 (+/- 3)
TWEEN 0.2 % 18 (+/- 2) 14 (+/- 2) 18 (+/- 3)
LAUREATO 05 % 20 (+/- 3) 20 (+/- 3) 19 (+/- 2)
LAUREATO 1 % 19 (+/- 2) 17 (+/- 2) 19 (+/- 2)
LAUREATO 2 % 18 (+/- 2) 14 (+/- 3) 18 (+/- 3)
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En la tabla No. 3 se detallan los porcentajes de recuperacion obtenidos en
vegetales después de los siete tratamientos realizados. Se observa que sigue
siendo el agua destilada el mejor tratamiento de los utilizados. EI mayor
porcentaje con agua destilada lo presenta la lechuga con un 30.90% vy la

espinaca el menor porcentaje con un 23.30%.

TABLA No. 3

PORCENTAJES DE RECUPERACION OBTENIDOS EN VEGETALES

TRATAMIENTO APIO LECHUGA ESPINACA
AGUA DESTILADA 26.16% 30.90% 23.30%
TWEEN 0.05 % 23.10% 28.69% 21.90%
TWEEN 0.1 % 21.38% 28.10% 20.25%
TWEEN 0.2 % 20.25% 26.40% 19.10%
LAUREATO 0.5 % 24.75% 28.69% 21.90%
LAUREATO 1 % 22.50% 27.56% 19.10%

LAUREATO 2 % 20.25% 27.00% 18.00%




38

Como se muestra en la tabla No. 4, en los porcentajes de recuperaciéon
obtenidos en frutas no se observa una diferencia significativa con los
detergentes utilizados, siendo nuevamente el tratamiento con agua destilada el

que presenta el mayor porcentaje de recuperacion.

TABLA No. 4

PORCENTAJES DE RECUPERACION OBTENIDOS EN FRUTAS

TRATAMIENTO MORA FRAMBUESA FRESA
AGUA DESTILADA 24.75% 25.88% 22.50%
TWEEN 0.05 % 21.38% 24.75% 20.81%
TWEEN 0.1 % 20.53% 18.00% 20.25%
TWEEN 0.2 % 19.69% 15.19% 20.25%
LAUREATO 0.5 % 22.50% 22.22% 21.38%
LAUREATO 1 % 21.38% 18.56% 20.81%

LAUREATO 2 % 20.25% 15.00% 20.25%
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En esta grafica, destaca la lechuga en los 7 tratamientos realizados,
observandose la mayor cantidad de ooquistes recuperados en el agua destilada.
Por la textura de las hojas de la lechuga, es la que menos retiene ooquistes de los

tres vegetales analizados.
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Por las caracteristicas propias de cada una de las frutas analizadas, el comportamiento
en la observacién de ooquistes se ve influido por la concentracion utilizada de cada
detergente, a menor concentracion del detergente, mayor fue la observacion de

ooquistes.

GRAFICA 2

PROMEDIO DE OBSERVACION DE OOQUISTES EN FRUTAS

LAUREATO 2% [ ——
LAUREATO 1% | —

LAUREATO 0.5 %

O FRESA

TWEEN 0.2 % —:: B FRAMBUESA
1 | I MORA
TWEEN 0.1 % —:

TWEEN 0.05 % ﬁ
1 \
AGUA DESTILADA ﬁ

TRATAMIENTOS

0 5 10 15 20 25
PROMEDIO DE OOQUISTES



41

En esta grafica se puede observar que de los 7 tratamientos realizados en los tres
vegetales, es con el agua destilada donde se obtiene el mayor porcentaje de
recuperacion de ooquistes. En la lechuga presenta el mayor porcentaje que es de
30.90%.

GRAFICA 3
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En esta grafica se puede observar que de los 7 tratamientos realizados en las tres
frutas, al igual que en los vegetales, es con el agua destilada donde se obtiene el
mayor porcentaje de recuperacion de ooquistes. En la frambuesa es mas facil

remover los ooquistes, ya que presenta el mayor porcentaje que es de 25.88%.

GRAFICA 4
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Resultados del analisis estadistico

TABLA 1, resultados de ANDEVA para vegetales

Modelo General del Procedimiento Lineal

Variable Dependiente: OOQUISTE

Suma de Media al
Fuente DF Cuadrados Cuadrado ValordeF Pr>F
Modelo 27 4063.321429 150.493386 43.62 0.0001
Error 308 1062.666667  3.450216
Total Corregido 335 5125.988095
La varianza total es 1062.666667
Suma de Media al
Fuente DF Cuadrados Cuadrado ValordeF Pr>F
Modelo 29 4073.380952 140.461412 40.83 0.0001
Error 306 1052.607143  3.439893
Total Corregido 335 5125.988095
R-Cuadrado C.v. Raiz MSE Media de OOQUISTES
0.794653 8.624100 1.854695 21.5059524

Esta tabla muestra la varianza total después de realizar el célculo con todas las medias

correspondientes. El valor de la varianza total es de 1052.607143 (3.44).

Fuente DF  Tipo lll Media al ValordeF Pr>F
SS Cuadrado

VEGETAL 2 2956.166667 1478.083333 429.69 0.0001

TRAT 6 1025.529762 170.921627  49.69 0.0001

TRAT*VEGETAL 12 60.916667 5.076389 1.48 0.1319

El factor VEGETAL se refiere a los tres vegetales estudiados y las dos repeticiones
realizadas. El factor TRAT se refiere a los siete diferentes tratamientos realizados, y el
factor TRAT*VEGETAL se refiere a la interaccion entre los dos factores.Como se

observa, el valor de Pr > F de Vegetal y de Tratamiento nos indica que si hay diferencia
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significativa entre ellos. EI valor 0.1319 nos indica que no hay interaccion entre

tratamiento y vegetal.

Fuente DF  Tipo lll Media al ValordeF Pr>F
SS Cuadrado

TUBO (TRAT) 6 5.279762 0.879960 0.26 0.9567

OBSERVA (TUBO) 2 10.059524 5.029762 1.46 0.2333

En los datos anteriores se observa que la Media al Cuadrado tanto del tubo(TRAT)
como de observa(TUBO) no muestran interaccion entre si y el Test de Hipdtesis lo

confirma con el valor de Pr > F.

Test de Hipdtesis

Fuente DF Tipo lll Media al Valorde F Pr>F
SS Cuadrado
TRAT 6 1025.529762 170.921627 194.24 0.0001

En estas agrupaciones de Duncan los nimeros 1, 2 y 3 corresponden a: apio, lechuga y

espinaca respectivamente donde se tiene la media mas alta de 25.536 que corresponde

a la lechuga.
Agrupaciones de Duncan Mean N VEGETAL
A 25.536 112 2
B 20.500 112 1
C 18.482 112 3

En estas Agrupaciones de Duncan se muestran a los 7 tratamientos realizados donde el
2 corresponde al agua destilada y el 1 al control positivo también tratado con agua

destilada siendo estos los que presentan valores mas altos.

Agrupaciones de Duncan Media N TRAT
A 24.062 48 2
A
A 23.562 48 1

B 22.625 48 5
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Los Intervalos de Confianza de un 95% oscilan para el agua destilada entre 23.73 y

24.32.

Agrupaciones de Duncan

A

OO0

O

E

Media

25.536

20.500

19.134

18.821

18.482

17.848

N

112

112

112

112

112

112

VEGETAL/FRUTA

2

En esta tabla se observa que vegetal o que fruta muestra mayor recuperacion de

ooquistes tomando en cuenta la estructura fisica del vegetal ¢ fruta a analizar, el 1,2y 3

corresponden a los vegetales apio, lechuga y espinacay el 4, 5y 6 corresponden a las

frutas mora, frambuesa y fresa.

Fuente

VEGETAL
TRAT
TRAT*FRUTA
TUBO(TRAT)

TABLA 2, resultados de ANDEVA para frutas

Media al
Cuadrado

50.3601190
143.2321429
40.0476190
0.5753968

DF  Tipo Il
SS

2 100.7202381
6 859.3928571

12 480.5714286
6 3.4523810

Valorde F Pr>F

50.76
144.36
40.36
0.58

0.0001
0.0001
0.0001
0.7463
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El factor VEGETAL se refiere a las tres diferentes frutas analizadas y sus repeticiones, el
factor TRAT a los siete tratamientos realizados, los factores TRAT*FRUTA vy
TUBO(TRAT) se refiere a la interaccion, que en este caso si existe, entre los dos factores,
dado a que el valor de Pr > F es muy pequefio (0.0001), por esta razon se toman las

medias de cada una y se busca si hay interaccion entre ellas.

TRATAMIENTO MORA FRAMBUESA FRESA
1 21.50 22.30 20.50
2 18.80 21.70 19.10
3 18.90 15.90 18.30
4 18.10 14.00 18.10
5 19.50 19.90 18.90
6 18.90 17.00 18.80
7 18.10 14.20 18.10

INTERACCION ENTRE FRUTAS Y TRATAMIENTOS

25.00
m| ) == MORA
2 o \\,/ \
u = FRAMBUESA
x 10.00 FRESA
o
-
< 500

0.00

1 2 3 4 5 6 7

TRATAMIENTOS
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IX. DISCUSION DE RESULTADOS

De Cyclospora cayetanensis se han realizado muy pocos estudios
epidemioldgicos en Guatemala y ninguno prospectivo a lo largo de las estaciones
lluviosas. El primer caso de infeccién por C. cayetanensis fue descrito por Tamara
Velasquez en 1991 (69). Entre 1996 y 1997, se realizaron estudios de prevalencia
de este parédsito en pacientes con SIDA, obteniéndose un 12% y 17%

respectivamente (66, 67).

Como primer paso en este estudio, se procedié a la recoleccion de
muestras de heces de pacientes con el Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida
(SIDA) de diferentes centros asistenciales. El objetivo era la obtencion de
ooquistes frescos purificados de C. cayetanensis. Se muestreé de marzo a
noviembre de 1999, de 256 muestras s6lo 5 de ellas fueron positivas para C.
cayetanensis. El proceso de purificacién utilizado esta descrito en la seccion C de

materiales y métodos, inciso 2.

Se realizd6 un ensayo anterior donde se utilizaba 250 g. de fruta y/o
vegetal con una concentracion de 500 ooquistes de Cyclospora cayetanensis, con
250 mL. de las diferentes soluciones de lavado (agua destilada, Tween 0.05%,
Tween 0.1%, Tween 0.2%, Laureato 0.5%, Laureato 1% y Laureato 2%). El
problema fue que era mucha cantidad de vegetal y/o fruta, y la inoculacién de los
ooquistes era muy poca y al hacer las observaciones en el microscopio de
epifluorescencia se encontraban muy pocos ooquistes, obteniéndose un
porcentaje de recuperacién muy bajo. Se recibié la visita de la Dra. Ann Adams*,
y con ella se realiz6 un pequefio estudio con perejil, albahaca y frambuesa,
probando otras soluciones (leche descremada al 5%, agua mineral), y una de las
conclusiones de este estudio fue que no era necesario tener mucha cantidad del
vegetal y/o fruta, pero si de la concentracidon de ooquistes, entonces se determind
trabajar con 100 g. de vegetal y/o fruta, una concentracion de 2000 ooquistes

purificados para la inoculacion y 100 mL. de las diferentes soluciones de lavado.

*Investigadora de Seafood Products Research Center, US FDA, Washington
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En los porcentajes de recuperacion obtenidos se observa que el mas alto
fue de 30.9 %, que corresponde a la lechuga, utilizando agua destilada, y en las
frutas se obtuvo un 25.88 % que corresponde a la frambuesa, también utilizando
agua destilada. Se puede observar que en los vegetales hay diferentes texturas o
superficies fisicas, lo que podria influir en la adherencia de los ooquistes en cualquier
vegetal, y que, en el momento de hacer los lavados correspondientes, queden
ooquistes adheridos a la superficie del vegetal. En cuanto a las frutas, son de
estructura fisica similar, con vellos y drupeolos, los ooquistes tienen mas posibilidad
de adherirse a la superficie, y que los procedimientos de lavado, no sean lo
suficientemente capaces de removerlos, y esto influya en el porcentaje de

recuperacion.

Al realizar el analisis estadistico, se determind que no hay interaccion
entre los vegetales y los tratamientos realizados, pues se obtuvo un valor de Pr> F
de 0.1319, con un intervalo de confianza del 95%. En las agrupaciones de Duncan
se demuestra que es el vegetal 2, en este caso la lechuga, donde se recuperan la
mayor cantidad de ooquistes y el agua destilada el mejor tratamiento empleado. En
el caso de las frutas el valor de Pr > F es 0.0001, que es muy pequefio y demuestra
que si hay interaccion entre los tratamientos y las frutas analizadas. Se grafico esta
interaccion, usando las medias obtenidas, y se comprobd que aunque existe esta
interaccion, el tratamiento 1, que en este caso es el agua destilada, presenta la
mayor recuperacion de ooquistes y que la fruta donde mas se recuperaron ooquistes

fue en la frambuesa.



49

X. CONCLUSIONES

De 256 muestras de pacientes con el Sindrome de Inmunodeficiencia
Adquirida (SIDA), solo 5 fueron positivas para C. cayetanensis, lo que

representa aproximadamente el 2 %.

La cantidad de ooquistes purificados de Cyclospora cayetanensis para la
inoculacion en el laboratorio de vegetales o frutas, no debe ser menor de 2000

ooquistes por 100 gramos de vegetal o fruta.

. Si existe estadisticamente una diferencia significativa entre los 6 tratamientos

con el control positivo (agua destilada).

La mejor solucion de lavado fue el agua destilada (método estandar).

De las tres concentraciones de Laureato (0.5%, 1%, 2%) y Tween 80 (0.05%,
0.1%, 0.2%), las de menor concentracion son las mas parecidas al control

positivo (agua destilada).

. Sumado al efecto de adherencia de los ooquistes de C. cayetanensis, hay que
tomar en cuenta la estructura fisica del vegetal y/o fruta, pues el porcentaje de
recuperacion fue mayor en la lechuga (30.9 %) que en las frambuesas (25.88
%).
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XI. RECOMENDACIONES

1. Por todas las restricciones que la FDA (Food and Drug Administration, por sus
siglas en inglés) ha impuesto a las fincas frambueseras adheridas al Plan
Modelo de Excelencia, se considera necesario realizar estos procedimientos
en algunos de los lotes de frambuesas de exportacion, para certificar la no

contaminacién con ooquistes de C. cayetanensis.

2. Implementar este ensayo en muestras de alimentos, utilizando el equipo
adecuado, como el utilizado en los laboratorios de Virologia y Microbiologia del
Instituto de Nutricibn de Centro América y Panama (INCAP), donde podria

darse la transferencia de tecnologia y conocimiento.

3. Realizar otro tipo de analisis, como el PCR vy el protocolo de PCR basado en
filtros de extraccion de ADN, pues esta tecnologia es especifica y altamente
sensible, y ya se han realizado estudios que apoyan estos analisis y

demuestran buenos resultados.

4. Realizar un estudio ciego para la validacion del método utilizado en este
estudio, utilizando ademas de agua destilada y los detergentes Tween 80 y
Laureato en las concentraciones aqui estudiadas, otras concentraciones de
estos detergentes y diferentes concentraciones de ooquistes purificados en

diferentes vegetales y frutas.
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