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Diagnostico de la
criptosporidiosis aviar

Descripcion de la técnica por coloracion S-MB

En este breve trabajo se describe una nueva técnica de
coloracion Safranina-Azul de metileno para detectar la
criptosporidiosis aviar, una de las enfermedades parasitarias
zoonosicas mas comun en los pollos histologicamente

diagnosticada.
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a  criptosporidiosis  es  una
enfermedad parasitaria zoono-
sica causada por un protozoo
perteneciente a la Familia Crip
tosporicliidac. género Criptosporidium.

La especie tipo, Criptosporidizm muris,
fue descrita por primera vez por
Tyzzer (1907) en cortes histologicos
de las glandulas gastricas del raton de
laboratorio; después fue considerada
durante varios decenios como una
curiosidad cientifica, privada de cual-
quier repercusion relativa a la salud
humana.

La atencion prestada en el ultimo
decenio al problema de los sindromes
entericos neonatales en las explotacio-
nes intensivas ha estimulado el interés
de los investigadores hacia este proto-
200, con la intencion de esclarecer su
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eventual papel en el origen de esta pa-
tologia. De aqui la multiplicacion de
estudios y la deteccion del parasito en
numerosisimas especies animales, do-
mésticas y silvestres (sin excluir al
hombre), asociado a manifestaciones
morbosas mas o menos declaradas, y
la consideracion de este protozoo
como patogeno, desarrollado, tanto
por si solo como asociado con otros
enteropatogenos (Coccidios, Rotavi-
tus, Coronavirus, Exchrichia coli). o en pre-
sencia de factores favorables como defi-
ciencias nutricionales (Genchi, 1984; Je-
rret, 1981; Canestri Trotti, 1982).

En las explotaciones avicolas, si
bien se indican con una cierta fre-
cuencia infecciones criptosporidicas
del tracto respiratorio y de la bolsa de
Fabricio en los pavos jovenes y en las
codornices, son relativamente escasos
los datos epidemiologicos sobre la
prevalencia de la criptosporidiosis en
el pollo.
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Tzipori (1981) informa de una posi-
tividad serologica del 88 en Escocia
en explotaciones de pollitos, y Snyder
(1988) del 33% en Estados Unidos;
Ley (1988) indica una positividad
coproscopica del 27% en Carolina del
Norte, mientras que Goodwin (1988),
en base a investigaciones histologicas
(6,4% de positividad), define la crip-
tosporidiosis como «la segunda enfer-
medad protozoaria mas comun en los
pollos  histologicamente  diagnosti-
cada». En lo referente a Italia, la pre-
sencia de Criptusporidium en las granjas
avicolas ha sido detectada en raras
ocasiones; unicamente por Mandelli y
Valeri (1972) en el intestino de pavo,
en la bolsa de Fabricio de pollo y en
las cavidades rinosinusales de la
codorniz japonesa.

La falta de datos epidemiologicos,
diticilmente explicable si considera-
mos la importancia zootécnica asu-
mida por estas explotaciones, ha moti-
vado nuestro anterior estudio sobre la
prevalencia de este protozoo en gran-
jas de «broilers» y «roaster» de Italia
central (Piergili Fioretti etal,1991).

El cuadro I, que reune los resulta-
dos obtenidos, muestra la notable
difusion de  Cryprosporidium spp., asi
como el papel patogeno desarrollado
COmo agente Primario y en asociacion.

El diagnostico de criptosporidiosis,

L
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. N.° de sujetos N.° de sujetos Lesiones Asociaciones
Explotaciones examinados infectados concurrentes parasitarias
«Roaster» (10 granjas) 40 2 e Enfermedad de Marek
edad: 60/80 d 3 e Enteritis
5 e Mala absorcion Coccidia sp.
«Broiler» (20 granjas) 80 12 e Mala absorcion E. coli + Coccidia sp.
edad: 40/50 d 5 e Enteritis
5 e Enfermedad de los sacos aéreos
Total 120 32
% (26)
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Son relativamente escasos los datos epidemiolégicos sobre la prevalencia de la

criptosporidiosis en el pollo.

realizado sobre preparaciones fecales
coloreadas selectivamente con el mé-
todo Ziehl-Neelsen modificado por
Henriksen (1981), no ha demostrado
ser una técnica totalmente convin-
cente, desde el punto de vista téc-
nico ejecutivo en condiciones «de
campo».

Sobre la base de esta experiencia,
los autores, vistos los positivos resulta-
dos obtenidos en el campo humano
por Baxby y col. (198/) han puesto a
punto una nueva técnica de colora-
cion, Safranina-Azul de metileno (S-
MB), rapida, sensible, especifica y
facilmente utilizable para scweniigs epi-
demiologicos.

METODOLOGIA

Muestras fecales: se han utilizado
80 muestras fecales (30 muestras posi—
tivas para ooquistes criptosporidicos
con la tecnica Ziehl-Neelsen y 50
muestras negativas) recogidas en gran-
jas de hriler»y ~roaster- de Italia central

36

y conservadas a +4 °C hasta el mo-
mento de su analisis.

TECNICA DE COLORACION
SAFRANINA-AZUL DE METILENO
(S-mMB)

Se ha realizado el siguiente proce-
dimiento:

1. Las preparaciones fecales, una
vez secadas a temperatura ambiente,
han sido fijadas con pase rapido sobre
[lama-bunsen, seguido de inmersion
durante 3-5" en HC1 al 300 y en meta-
nol al 100%.

2. Lavado con agua y coloracion
con safranina acuosa al 1% (1 g de sa-
franina en 100 cc H,O destilada) du-
rante 1" La coloracion se realiza en ca-
liente mediante pasos rapidos del vi-
drio sobre llama-bunsen (el colorante
debe alcanzar casi el punto de ebulli-
cion).

3. Enjuague en agua y contraco-
loracion con azul de metileno al 1%
durante 30”.

MG

4. Lavado de H,O, montaje con
DPX y observacion al microscopio
con objetivos 40x y 100x.

RESULTADOS

La tecnica S-MB ha permitido evi-
denciar ooquistes Lrlptospondmos en
Jas 30 muestras posltlvqs cxaminadas,
mostrando la misma sensibiliad
especificidad (ausencia de falsas positi-
vidades en las 50 muestras negativas)
que el método selectivo Ziehl-Neel-
sen modificado por Henriksen. Los
ooquistes se presentaban como cor-
pusculos ovoidales, dimensiones me-
dias de 6,2X4,8 pm, indice corporeo
(longitud/profundidad) 1,2~1,3 y de
un color vivo amarillo-naranja.

Los esporozoitos en el interior del
ooquiste formaban una masa mas obs-
cura, con frecuencia apartada hacia
una zona periférica con un efecto ba-
naniforme (artificial debido a la fija-
cion).

Detritus fecales, bacterias y levadu-
ras presentaban la coloracion de con-
traste con el azul de metileno. La fig.
2 muestra la misma coloracion sobre
preparaciones  efectuadas  por el
menisco despues de flotacion de la
muestra fecal con la técnica DSF
(Dichromate Solution Flotation) (Wil-
son, 1982), utilizada por nosotros en
cuanto es particularmente valida para
eliminar levaduras y otras particulas
que podrian dificultar su exacta lec-
tura en el microscopio.

CONCLUSIONES

El diagnostico de laboratorio, en las
modernas explotaciones intensivas, se
ha convertido en parte operatlva de
una asistencia técnica veterinaria per-
manente y ya no es, como en el pasa-
do, un apoyo a intervenciones de ne-
cesidad. El diagnostico parasitologico,
en particular, ha entrado a formar par-
te de los criterios gestionales de la
explotacion, llegando a ser una esti-
mulacion para el rendimiento mas
acentuado de la produccion zootéc-
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nica. En este contexto, la mejora de
las técnicas de diagnostico a disposi-
con y la puesta a punto de nuevas
metodologias son consideradas como
de extrema necesidad e interés.

La puesta en evidencia de una in-
feccion criptosporidica encuentra ac-
tualmente en el examen coprologico
(umcas de CnrquCClmlCntO por flo-
tacion, preparaciones fecales), apo-
yado por adecuadas Lolorauones, la
metodologia de diagnostico mas vali-
da, tanto en los casos de sintomatolo-
gia clinica declarada como para en-
cuestas epidemiologicas.

La coloracion Safranina-Azul de me-
tileno (S-MB) propuesta por nosotros
como alternativa a las comunmente en
uso, como Giemsa, Zichl-Neelsen vy
fenol-auramina (Lcy 1988), presenta
mayores caracteristicas para un uso
aplicativo, uniendo a la facilidad y
rapidez de ejecucion (tiempo maximo
10") una optima sensibilidad y especi-
ficidad, permitiendo eliminar proble-
mas de diagnosis diferencial. La falta
de especificidad de la técnica Giemsa

-
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(coloracion de las levaduras con la
consiguiente dificultad en la lectura),
la duracion del método Ziehl-Neelsen
unida a la criticidad del momento de
coloracion en el carbol-fucsina, y la
exigencia de un microscopio de fluo-
rescencia para la coloracion fenol-
auramina, hacen a estas metodologias
dificilmente utilizables para un dlag
nostico en el campo veterinario.
Nuestra experimentacion ha mostrado
asimismo una optima respuesta de la
tecnica sobre preparaciones fijadas y
utilizadas después de una semana.

Baxby y col. informan de Ja plena
validez de la coloracion S-MB sobre
muestras fecales mentenidas durante 4
meses a —70 °C, —20 "Cy +4 "C. Esto
se considera particularmente util alli
donde sea necesario trabajar a gran
escala para la programacion de inter-
venciones sanitartas. ll

BIBLIOGRAFIA

Baxsy, J. E.; Brunperr, N.; Hart, C. A.

Jerrer, J. Vi

El diagnostico parasitologico ha entrado a formar parte de los criterios gestiona-

les de la explotacién moderna intensiva.

MUNDO GANADERO 1994-12

SANIDAD

1984. The development and performance
o simple, s¢nsitive method for the detec-
tion of Crypraipiridiun oocysts in facces. J.
Hyg. Camb., 92, 317-323.

Canestri Trotmi, G.; Gramenzi, [
Focrma, A.; Toonato, L. 1982, Prima
scgnalazione  di protozoi  del  gencre
Cryprasporidinn in vieelli in ltalia. At Soc.
[tal. Buiatria, 14, 289-292.

Generr, Gi; Hermow, ] Sancain, Gy
Trarpt, G. 1984, La cuiptosporidiosi, fat-
tore determinante nella diarrea neona-
tale. Praxis Vet., 5, 5-8,

Gooowin, M. A;; Brown, J. 1988, Istologic
incidence and distribution of Cry e s-
dizm 3p.infection in chickens, 68 cases in
1986. Avian Dieseases, 32, 3-369.

Henriksen, S. Al Poncenz, | F. L. 1981
Staining of criptosporidia by a modified
Zichl-Neelsen Technique. Acta Veterina-
ria Scandinavica, 22, 594-596.

Snopgrass, D. R, 1981,
Cryptosponidia associated with Rotavirus
and Evleriia Coli in an outbreak of calf
scours. Austral. Vet [, 57, 47-52.

Lev, D. H.; Levy, M. G.; Huntere, A
Corsrerr, W.. Barnegs, H. [. 1988
Crytospondm positive of avian necropsy
accessions determined by examination of
auramine ostatned faccal smears. Avian
Disease, 32, 108-113,

Manpeur, Gy Varery, A. 1972 Coccidi del
genere  Cryprsporidinm 1 alcune specie
aviarl. Attt XI Conv. Pat. Aviare, II, 239-
245.

Piercit FrorerTi, D.; MoreTTi, AL Tac-
cont, G. 1991, Intestinal cryptosporidio-
sis of roaster and broiler chicken flocks in
Central ltaly. XXIV World Veterinary
Congress, 18-23 August, pg 293.

Snvyper, D. B,; Current, W. L.; Russer-
Cenen, E;; Goruam, S. L.; Mavinson, E.
T.; MarqQuarpt, W. W.; Savace, P. K.
1988. Serologic incidence of Coypraipori-
dizm in Delmarve broiler flocks. Poultry
Science, 67, 730-735.

Tyzzer, E. E. 1907, A sporozoa found in the
peptic glands of the common mouse.
Proceedings of the Society for Experi-
mental Biology and Medicine, 5, 12-13.

Tzieor:, S.; Camsert, [ 1981, Prevalance of
Crypiesporidinn: antibodies in 10 animal
species. J. of Clinical Microbiology, 14,
455-456.

Wirtson, P.J.; Acres, S. D. 1982, A compa-
rison of Dichromate Solution Floatation
and fecal smears for diagnosis of cryptos-
poridiosis in calves. Can, Vet. J., 23, 240-
246.

37



