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ABSTRACT. Cyclospora cayetanensis is an Apicomplexa protozoa which was found to cause gastroenteritis 
in humans in 1979. This paper reviews the laboratory diagnosis of the disease. The usefulness of direct ex-
amination of fresh fecal matter with special acid-fast stains is emphasized as well as the morphometric di f-
ferentiation between this organism and other similar coccidia. The paper reviews the sporulation tech-
nique of Cyclospora cayetanensis for the recognition and differentiation of artifacts and green-blue algae. 
Another aspect discussed is the morphology of the parasite in histological sections and with electromicro-
scopic examination whereby tissue morphology changes caused by the microorganism can be identified. 
The experience of the Service and Laboratory of Parasitology of the Instituto Nacional de Pediatría of 
Mexico in the laboratory diagnosis of this protozoosis is described. The paper is oriented towards the in-
clussion of Cyclospora cayetanensis in the diagnostic protocols for the study of diarrheas in our health In-
stitutions. 
Key words: Cyclospora cayetanensis, laboratory diagnosis. 

RESUMEN. Cyclospora cayetanensis es un protozoo Apicomplexa, coccidio de localización intestinal, que 
fue identificado como parásito del hombre, causante de gastroenteritis en 1979. En el presente trabajo se 
revisan los aspectos de diagnóstico de laboratorio, en base a la identificación morfológica mediante el uso 
del examen directo en fresco de materia fecal, preparaciones teñidas, y observación microscópica con mi-
croscopio de luz clara con diferenciación morfométrica entre éste organismo y otros similares. También se 
revisa la técnica de esporulación de Cyclospora cayetanensis para reconocerla y diferenciarla de artefactos 
y algas verde – azules, para evitar diagnósticos erróneos. El otro aspecto que se destaca es la morfología del 
parásito en cortes histológicos y a la microscopía electrónica, donde además se pueden identificar los cam-
bios morfológicos tisulares producidos por el microorganismo. En el presente documento se vierte la expe-
riencia del Instituto Nacional de Pediatría en el diagnóstico de laboratorio de esta protozoosis. La orienta-
ción del trabajo pretende que se considere la inclusión de Cyclospora cayetanensis en el protocolo de estu-
dio de las diarreas en las Instituciones de Salud. 
Palabras clave: Cyclospora cayetanensis, diagnóstico de laboratorio. 
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INTRODUCCIÓN 
 

       Cyclospora cayetanensis es un protozoo Apicomplexa 
que fue descrito por primera vez en heces de humanos en 
1979. En un inicio el parásito fue considerado como un 
alga verde-azul, un coccidio no esporulado o una especie 
grande de Cryptosporidium. La observación de que estos 
organismos eran capaces de esporular, de que en su interior 
se desarrollaban esporoblastos y esporozoítos, confirmó 
que se trataba de un protozoo.16,17 

       Posteriormente se definió su especie por Ortega y cols. 
en 1993.22  A partir de ese momento se empezaron a descri-
bir casos de cyclosporosis en diversas partes del mundo, 
principalmente en pacientes originarios o con antecedentes 
de haber viajado a países en vías de desarrollo como Méxi-
co, Perú, Camboya, Pakistán, Marruecos, India, Guatema-
la, Nueva Guinea, Nepal, Haití, Indonesia e inclusive en 
países desarrollados como Estados Unidos de Norteaméri-
ca, Australia e Inglaterra.7,12,18,24,27  
       Los estudios de frecuencia de aislamiento de este pará-
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sito reportan cifras que van del 0.2% al 10.9%, porcentajes 
que varían de acuerdo con la población estudiada, época 
del año en que se realizó el estudio y método diagnóstico 
de laboratorio empleado.15,23,30,31  
       En México sólo existe un estudio dirigido para la bús-
queda de este parásito en población pediátrica, en donde se 
reportó una frecuencia de 0.38% en una muestra de 522 
pacientes con diarrea aguda, el resto de la información pu-
blicada corresponde a casos aislados.29 
       En México, en la mayoría de los laboratorios dedicados 
al diagnóstico parasitoscópico, no se realiza la búsqueda 
intencionada de C. cayetanensis ni de otros parásitos emer-
gentes tales como Cryptosporidium parvum o Enterocyto-
zoon bieneusi  de manera rutinaria, debido a la falta de pre-
paración del personal de laboratorio para realizar el dia-
gnóstico y al desconocimiento del médico de estos proto-
zoos como causantes de diarrea.  
 
 

DIAGNÓSTICO DE LABORATORIO  
 

       El diagnóstico de las infecciones causadas por C. caye-
tanensis requiere de la detección del microorganismo o de 
su DNA en muestras de materia fecal.10  
       Es esencial que la muestra fecal sea colectada y mane-
jada adecuadamente para realizar la búsqueda e identifica-
ción de parásitos incluyendo a Cyclospora , ya que el ma-
nejo inadecuado de la muestra puede causar alteraciones en 
la capacidad del parásito para teñirse, como sucede con 
otros organismo s Apicomplexa.1  
       Los procedimientos para la observación directa del pa-
rásito en muestras fecales son sencillos y se encuentran 
bien estandarizados, por lo que en un futuro cercano proba-
blemente serán considerados como “estándar de oro” en el 
diagnóstico de esta protozoosis.10 
       Debido a que los ooquistes de Cyclospora pueden ser 
eliminados en bajas cantidades o bien puede haber elimina-
ción intermitente o esporádica de los mismos, se recurre a 
diversas técnicas de concentración usadas comúnmente 
como parte de los procedimientos diagnósticos de rutina. 
Para este fin son útiles las técnicas de concentración por 
flotación que usan como gradiente soluciones de sulfato de 
zinc, sin embargo con estos métodos se puede producir 
deformación de la cubierta quística de Cyclospora  con la 
subsecuente dificultad para la realización de la identifica-
ción morfológica. Las técnicas de flotación con gradiente 
de sacarosa también son efectivas, sin embargo el método 
más recomendable para concentración de los ooquistes es 
el de concentración por sedimentación - centrifugación en 
formol-acetato de etilo.2  
 
 
EXAMEN MEDIANTE LAMINILLAS EN FRESCO 

 
       El método de diagnóstico más usado es el examen di-

recto en fresco de materia fecal para realizar la búsqueda 
de ooquistes de Cyclospora . Las estructuras se observan de 
forma esférica de un tamaño superior a las de Cryptospori-
dium (8-10 versus 4-6 micrómetros de diámetro), en ellos 
se distingue una cubierta quística bien definida no refráctil, 
que ocas ionalmente puede verse ligeramente dentada en 
uno de sus polos, sin embargo la mayoría de los ooquistes 
se observan como una forma esférica perfecta.3  
       Cuando los ooquistes han sido eliminados recientemen-
te, aún no se encuentran esporulados y en su interior es 
posible observar una masa celular redondeada de aspecto 
morular, granuloso, refringente, de color verdoso que deja 
un espacio transparente entre ella y la pared del ooquiste. 
Ocasionalmente se pueden encontrar ooquistes parcialmen-
te esporulados.3 Las estructuras son reconocidas fácilmente 
por observadores experimentados, sin necesidad de realizar 
tinciones específicas (Fig. 1).2.10  
       En relación con el tamaño, los ooquistes de C. cayeta-
nensis son más grandes que los ooquistes de C. parvum y  
más pequeños que los ooquistes de Isospora belli, que son 
los otros dos coccidios más frecuentes causantes de enfer-
medad en el hombre (Fig. 2).5,20  
       El examen mediante técnicas de epifluorescencia para 
la detección de los ooquistes de Cyclospora puede apoyar 
dichas observaciones, ya que los ooquistes presentan una 
marcada autofluorescencia bajo la luz ultravioleta que rápi-
damente muestra las estructuras en el campo microscópico, 
presentando fluorescencia intensa de color azul-verdoso a 
nivel de la pared externa, sin presentarse esta en las estruc-
turas internas.28 
       Se ha reportado que el uso de una gota de yodo de 
Anthony en las preparaciones que van a ser sometidas a 
epifluorescencia, ayuda en la diferenciación de estructuras 
fluorescentes inespecíficas.6 
       La morfología interna de los ooquistes sólo se observa 
en materia fecal recién emitida, conservándose ésta, cuan-
do las heces se mantienen en agua. 
       El empleo de conservadores como formol, paraforma l-
dehído, glutaraldehído o dicromato de potasio causan coa-
lescencia de los gránulos que constituyen la mórula, dando 
lugar a un número variable de cuerpos irregulares mal defi-
nidos (Fig. 3).7  
       En nuestra experiencia el diagnóstico de Cyclospora  en 
laminillas en fresco de materia fecal mediante microscopía 
de luz clara, ofrece una alta sensibilidad cuando se le com-
para con el examen de laminillas teñidas, sobre todo cuan-
do el técnico encargado del diagnóstico se encuentra capa-
citado para el reconocimiento de las formas mediante este 
método. La sensibilidad en nuestra experiencia es muy si-
milar con ambos métodos, y la tinción para organismos 
ácido-alcohol resistentes la utilizamos como prueba confir-
matoria, aunada a la micrometría ocular para diferenciar 
los ooquistes de Cyclospora  de los de Cryptosporidium. 
Por otra parte algunos autores refieren que la sensibilidad 
es similar cuando se comparan laminillas fijas teñidas y 
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Fig. l. Ooquiste de Cyclospora cayetanensis en materia fecal recién emitida, obsérvese la masa morular granular en su in-
terior, que deja un espacio libre entre esta y la cubierta externa. Barra = 10 micrómetros. 

Fig. 2. Ooquiste de Cyclospora cayetanensis en frotis de materia fecal teñido con la técnica de Ziehl-Neelsen ( centro ). Se 
puede observar la presencia de un ooquiste de Cryptosporidium sp. en la parte inferior izquierda. Nótese la diferencia en el 
tamaño de ambas estructuras. 

Fig. 3. Ooquiste de Cyclospora cayetanensis con alteraciones morfológicas secundarias a la conservación en formol. En el 
interior es posible observar la presencia de gránulos coalescentes aglomerados en el centro de la estructura parasitaria.  
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Fig. 4. Ooquistes de Cyclospora cayetanensis con aspecto de “vidrio molido”, en donde se aprecia la falta de afinidad tin-
toreal. 

Fig. 5. Alteración en la afinidad tintoreal de ooquistes de Cyclospora cayetanensis provenientes de la muestra de un pa-
ciente bajo tratamiento con trimetroprim-sulfametoxazol en donde se observa la presencia de precipitados del colorante 
polarizados hacia la cubierta interior (p), también se observa un ooquiste con captación irregular del colorante hacia la re-
gión central (c) 

Fig. 6. Frotis de materia fecal de un paciente con leucemia aguda linfoblástica, teñido mediante Técnica de Kinyoun con-
trastada con Giemsa en donde se puede observar un ooquiste esporulado con la presencia de varios esporozoítos alargados 
en su interior. Alrededor se observan varios ooquistes sin afinidad tintoreal. 
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microscopía en fresco mediante técnicas de epifluorescen-
cia, pero con la desventaja de que en la mayoría de los la-
boratorios en donde se realiza diagnóstico parasitoscópico 
en materia fecal, no se cuenta con los instrumentos para 
llevar a cabo dicha técnica.10  
 
 

LAMINILLAS FIJAS TEÑIDAS 
 
       El examen de laminillas fijas teñidas con colorantes 
para organismos ácido-alcohol resistentes para establecer 
el diagnóstico etiológico en parasitología se ha venido rea-
lizando en fechas recientes, fundamentalmente con orga-
nismos Apicomplexa tales como Cryptosporidium, Cyclos-
pora  e Isospora .13,19 
       En relación con la afinidad tintorial Cryptosporidium 
es constante, con diversos grados de uniformidad, mientras 
que en Isospora  se tiñen básicamente los esporoblastos, 
presentándose escasa coloración del espacio entre estos y 
la cubierta del ooquiste. En cambio se ha encontrado que 
C. cayetanensis presenta una gran variabilidad tintorial, 
pudiendo observarse la presencia de abundantes ooquistes 
que no se tiñen o bien se tiñen débil o irregularmente, so-
bre todo en infecciones intensas. En estos casos los ooquis-
tes presentan un aspecto cristalino con apariencia de vidrio 
fracturado o molido, sin que pueda apreciarse estructura 
alguna dentro del ooquiste (Figura 4).7 Long y col., consi-
deran que las variaciones son debidas a la extrema sensibi-
lidad que presentan los ooquistes a la desecación, de tal 
manera que se presentan fenómenos de deshidratación in-
trínseca con la mayoría de los métodos utilizados en el pro-
ceso diagnóstico, que provocan de manera secundaria la 
salida de las estructuras internas potencialmente suscepti-
bles de ser teñidas, sin que la posterior rehidratación per-

mita su recuperación.17  
       La capacidad de ácido-alcohol resistencia otorgada por 
la presencia de estructuras susceptibles de ser teñidas en el 
interior del ooquiste la hemos podido confirmar mediante 
la observación de esporoblastos liberados del ooquiste de 
manera espontánea, sin necesidad de inducción enzimática, 
observándose que los esporoblastos se tiñen intensamente 
con los colorantes para organismos ácido- alcohol resisten-
tes, aun estando fuera de la estructura quística.  
       La falta de capacidad tintorial de los ooquistes la 
hemos observado sobre todo en pacientes inmunocompro-
metidos con enfermedades como leucemias y SIDA. Asi-
mismo hemos observado que durante el tratamiento de esta 
protozoosis con trimetroprim-sulfametoxazol y nitazoxani-
da, a partir de las 24 horas se presentan cambios morfoló-
gicos en la estructura externa del ooquiste con presencia de 
adelgazamiento, distorsión de la pared externa y vacuoliza-
ción de su contenido (Fig. 5). 
       El tamaño de los ooquistes de C. cayetanensis en pre-
paraciones montadas en fresco es muy similar al observado 
en laminillas teñidas para organismos ácido-alcohol resis-
tentes, con la salvedad de que en las laminillas en fresco 
los ooquistes son de forma esférica regular, mientras que 
en las laminillas fijas pueden aparecer ligeramente defor-
mados o colapsados. La pared de los ooquistes de Cyclos-
pora  es menos evidente en las laminillas fijas que en las 
laminillas en fresco, dependiendo también de la intensidad 
con que se hayan teñido, ya que en los ooquistes que to-
man poco colorante la pared quística es más evidente. La 
coloración que toman los ooquistes es muy variable, pu-
diendo observarse diversas tonalidades que van desde la 
ausencia de coloración, rosa pálido o bien rojo rubí inten-
so, con variaciones de intensidad dentro del mismo ooquis-
te.10,29 
       Debido a la variabilidad tintorial de los ooquistes de 

Fig. 7. Examen directo en fresco de materia fecal, en donde se observa un ooquiste de Cyclospora cayetanensis en proceso 
de esporulación. Obsérvese la presencia de dos esporoblastos en formación hacia el centro de la estructura parasitaria.  
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Cyclospora , varios autores han realizado modificaciones y 
reportado otras técnicas tintoriales para teñir de manera 
uniforme estas estructuras parasitarias, tales como la técni-
ca de safranina modificada y la tinción modificada con pe-
róxido de hidrógeno.11 
       En nuestra experiencia hemos tenido buenos resultados 
modificando la técnica de Kinyoun al utilizar como  tinción 
de contraste colorante de Giemsa en vez del azul de metile-
no; con lo cual hemos logrado observar los esporozoítos de 
Cyclospora  en el interior de ooquistes esporulados (Fig. 6).  
 
 

 TECNICA DE ESPORULACION 
 
 
       Debido a que Cyclospora  puede ser confundida con 
diversos artefactos o algas verde-azules por personal poco 
capacitado, se ha recomendado la esporulación de los oo-
quistes contenidos en heces mediante el uso de dicromato 
de potasio al 2.5% a temperatura ambiente, obteniéndose 
formas esporuladas en un periodo variable que va de 5 a 14 
días. Los porcentajes de esporulación son muy variables, 
pudiendo ser menores del 50%.1 
       Mediante este procedimiento es posible observar la 
presencia de dos esporoblastos en el interior del ooquiste, 
los cuales contienen dentro de cada esporoblasto dos espo-
rozoítos. Estos últimos son difíciles de observar ya que se 
encuentran firmemente adosados en el interior del esporo-
blasto. Los esporozoítos se pueden observar cuando se 
efectúa el desenquistamiento mediante inducción enzimáti-
ca en un medio tamponado con tripsina y taurocolato (Fig. 
7).21,22 
       En nuestra experiencia este método no es práctico, ya 
que el diagnóstico se retarda varios días y por lo tanto tam-
bién el tratamiento específico .  
 
 

DIAGNOSTICO MOLECULAR 
 
       Hasta el momento se han realizado ensayos para probar 
la reacción de polimerasa en cadena en el diagnóstico de 
Cyclospora con resultados alentadores. Algunos autores 
reportan una especificidad del 100% , sin embargo la sen-
sibilidad es del 62%. Los muestreos realizados para probar 
dicha técnica aun no son suficientes.10,25,26 
 
 

MORFOLOGIA EN CORTES HISTOLOGICOS Y 
AL MICROSCOPIO ELECTRONICO.  

 
       La mayor parte de los estudios histopatológicos se han 
realizado principalmente en biopsias de intestino delgado 
de pacientes infectados, con observaciones similares en 
todos los casos, que indican diferentes grados de afectación 
sobre la mucosa intestinal, con yeyunitis y duodenitis leve 
a moderada. Los hallazgos más importantes consisten en el 

aplanamiento de las microvellosidades con alargamiento 
de las criptas, observándose que el cociente villi / criptas se 
encuentra disminuido (0.6 - 1.5 / 1 versus 3- 4/1 ). 
       En la lámina propia se encuentra la presencia de abun-
dante infiltrado de tipo leucocitario formado por polimo r-
fonucleares, linfocitos y células plasmáticas que forman un 
mosaico inflamatorio difuso crónico.7,8 
       Por su localización Cyclospora se considera un parásito 
intracitoplasmático. Sus estadios “intracelulares” incluyen 
a la fase de esquizonte en diferentes fases de maduración. 
Los esquizontes son formas uninucleadas y multinucleadas 
rodeadas por una fina membrana continua, miden de 2 a 3 
micrómetros de diámetro mayor, mientras que las formas 
maduras que contienen en su interior a los merozoítos mi-
den de 5 a 6 micrómetros. La fase morfológica de los mi-
crogametocitos y macrogametocitos aun no han sido bien 
identificadas. Dichas fases se presentan en el tercio apical 
de las células intestinales dentro de una vacuola parasitófo-
ra. Ocasionalmente en la misma posición supranuclear es 
posible ver en contacto con un esquizonte la presencia de 
cuerpos uninucleados alargados, que en su interior contie-
nen abundantes micronemas que probablemente correspon-
dan a merozoítos libres. También es posible observar la 
presencia de parásitos poco diferenciados con núcleos vo-
luminosos con abundantes ribosomas en el citoplasma.  
       Mediante microscopía electrónica se observa la presen-
cia de abundantes vesículas lisosomales rodeando a la va-
cuola parasitófora. Los microorganismos presentan un nú-
cleo con un nucleolo prominente. Dentro de la vesícula 
parasitófora se pueden observar los parásitos dispuestos en 
bandas de 6 a 8, pudiéndose observar algunos solitarios y 
otros en pares. Este último hallazgo sugiere que se encuen-
tran en proceso de división celular. Cada cuerpo intracelu-
lar contiene además abundantes micronemas y precursores 
de roptrias, una de las características del phylum Apicom-
plexa.4,9,10 
       Aunque varios autores han descrito la morfología del 
parásito en cortes histológicos usando procedimientos 
diagnósticos de rutina, aun no se ha difundido su uso como 
método de diagnóstico rutinario, por ser un procedimiento 
invasivo y porque el parásito puede aparecer en heces de 
enfermos con biopsia duodenal negativa.14 

 
 

DISCUSIÓN 
 
       El diagnóstico de laboratorio para la identificación de 
C. cayetanensis, parásito recientemente descrito como pa-
tógeno productor de diarrea en el humano, hasta hace poco 
se encontraba restringido a laboratorios de tercer nivel, sin 
embargo en fechas recientes el diagnóstico de este parásito 
se ha extendido a laboratorios de primero y segundo nivel 
tanto estatales, como privados en diferentes partes del 
mundo, así lo demuestran los múltiples reportes de casos 
que se han venido comunicando en fechas recientes. 
       La experiencia diagnóstica en dichos laboratorios es 
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muy variable, ya que en algunos el personal técnico está 
capacitado para reconocer directamente a Cyclospora  en 
laminillas en fresco de materia fecal, la cual posteriormen-
te confirman mediante frotis con tinciones para organismos 
ácido-alcohol resistentes o epifluorescencia, mientras que 
otros laboratorios realizan la búsqueda únicamente me-
diante laminillas teñidas. La situación anterior refleja la 
necesidad de integrar al protocolo de estudio de diarreas 
que utiliza el Sector Salud el diagrama de flujo para el dia-
gnóstico de parásitos emergentes como C. cayetanensis, C.
parvum y E. bieneusi. 
       Las técnicas basadas en el diagnóstico molecular aún 
no se encuentran al alcance de la mayoría de los 
laboratorios, por lo que no se utilizan de manera rutinaria.  
       El diagnóstico de laboratorio de la cyclosporosis puede 
ser mejorado mediante la capacitación del personal técnico 
en la identificación morfológica del parásito. Considera-
mos que el presente trabajo de revisión, así como la exp e-
riencia del Servicio y Laboratorio de Parasitología del Ins-
tituto Nacional de Pediatría aquí vertida puede ser de utili-
dad para este último propósito. 
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