
AVICULTURA®
Diagnóstico de la
criptosporidiosis aviar
Descripción de la técnica por coloración S-MB
En este l^i-eve trabaj^> se ciescribe ttna nueva técnica cle
cc^loraci^>r^ safraniita-Azul cle tnetile^i<^ para cletectar 1^^
cript^^spc^ridic^sis aviar, tuia de las enEernieclacles ^^a^-asitarias
i^x^n^ísic<is tu^ís ccmlítn et^ lc^s )x^ll<>s hist^^lc^^-icamente
(11<lf^llOSÍ1C^l(l^i.
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a criptosporidiosis es una
enfermedad parasitaria zoonó-
sica causada por un protozoo
perteneciente a la Familia Crrjr

t^!^/^ru•i^liidae,género Ci7^^tn.+por^rdirrn^.
La especie tipo, Cr•r/^t^zrporiclrr^m mrrrr.^,

fue descrita por primera vez por
Tyzzer (1907) en cortes histológicos
de las glándulas gástricas del ratón de
laboratorio; después fue considerada
durante varios decenios como una
curiosidad científica, privada de cual-
quier repercusión relativa a la salud
humana.

La atención prestada en el último
decenio al problema de los síndromes
entéricos neonatales en las explotacio-
nes intensivas ha estimulado el interés
de los investigadores hacia este proto-
zoo, con la intención de esclarecer su
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eventual papel en el origen de esta pa-

tología. De aquí la multiplicación de
estudios y la detección del parásito en
numerosísimas especies animales, do-
mésticas y silvestres (sin excluir al
hombre), asociado a manifestaciones
morbosas más o menos declaradas, y
la consideración de este protozoo
como patógeno, desarrollado, tanto
por sí sólo como asociado con otros
enteropatógenos (Coccidios, Rotavi-
rus, Coronavirus, FrcheT7chra coli), o en pre-
sencia de factores favorables como defi-
ciencias nutricionales (Genchi, 1984; Je-
rret, 1981; Canestri Trotti, 1982).

En las explotaciones avícolas, si
bien se indican con una cierta fre-
cuencia infecciones criptosporídicas
del tracto respiratorio y de la bolsa de
Fabricio en los pavos jóvenes y en las
codornices, son relativamente escasos
los datos epidemiológicos sobre la
prevalencia de la criptosporidiosis en
el pollo.

Tzipori ( 1981) informa de una posi-
tividad serológica del 88°o en Escocia
en explotaciones de pollitos, y Snyder
(1988) del 33% en Estados Unidos;
Ley (1988) indica una positividad
coproscópica del 27% en Carolina del
Norte, mientras que Goodwin ( 1988),
en base a investigaciones histológicas
(6,4% de positividad), define la crip-
tosporidiosis como «la segunda enfer-
medad protozoaria más común en los
pollos histológicamente diagnosti-
cada». En lo referente a Italia, la pre-
sencia de Crif^trc^ori^^iunr en las granjas
avícolas ha sido detectada en raras
ocasiones; únicamente 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 epidemiológicos,
difícilmente 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 eta1..1991).

El cuadro I, que reúne los resulta-
dos obtenidos, muestra la notable
difusión de C^yfit^^^n^rdilrrrr spp., así
como el papel patógeno desarrollado
como agente primario y en asociación.

El diagnóstico de criptosporidiosis,

N.° de sujetos N.° de sujetos Lesiones Asociaciones
Explotaciones examinados infectados concurrentes parasitarias

uRoasten> (10 granjas) 40 2 • Enfermedad de Marek
edad: 60/80 d 3 • Enteritis

5 • Mala absorción Coccidia sp.

«Broilern (20 granjas) 80 12 • Mala absorción E. coli + Coccidia sp.
edad: 40/50 d 5 • Enteritis

5 • Enfermedad de los sacos aéreos

Total 120 32
% (26)
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Son relativamente escasos los datos epidemiológicos 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 (1984), han puesto a
punto una nueva técnica de colora-
ción, Safranina-Azul de metileno (S-
MB^, rápida, sensible, específica y
fácilmente utilizable para ^n^eerlirr^^c epi-
demiológicos.

METODOLOGIA

Muestras fecales: se han utilizado
80 muestras fecales (30 muestras posi-
tivas para ooquistes criptosporídicos
con la técnica Ziehl-Neelsen y 50
muestras negativas) recogidas en gran-
jas de ^hroiler^^ y°roaster^^ de Italia central

y conservadas a+^^ "C hasta el mo-
mento de su análisis.

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

Se ha realizado el siguiente proce-
dimiento:

1. Las preparaciones fecales, una
vez secadas a temperatura ambiente,
han sido fijadas con pase rápido sobre
Ilama-bunsen, seguido de inmersión
durante 3-5' en HC1 al 3°n y en meta-
nol aL 100°u.

2. Lavado con agua y coloración
con safranina acuosa al 1°0 (1 g de sa-
franina en 100 cc H,O destilada^ du-
rante 1'. La coloración se realiza en ca-
liente mediante pasos rápidos del vi-
drio sobre llama-bunsen (el colorante
debe alcanzar casi el punto de ebulli-
ción^.

3. Enjuague en agua y contraco-
loración con azul de metileno al 1°0
durante 30".

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

RESULTADOS

La técnica S-MB ha pcrmitido c:vi-
denciar ooquistes criptosporídicos en
las 30 muestras positivas examinadas,
mostrando la misma sensibiliad y
especificidad (ausencia de falsas positi-
vidades en las 50 muestras nc^;ativas^
que el método selectivo Ziehl-Neel-
se q modificado por Henriksen. Los
ooquistes se presentaban como ror-
púsculos ovoidales, dimensiones me-
dias de 6,2X4,8 µm, índice corpórco
(longitud/profundidad^ ],2-1,3 y dc
un color vivo amarillo-naranja.

Los esporozoitos en el intcrior del
ooquiste formaban una masa más obs-
cura, con frecuencia apartada hacia
una zona periférica con un efecto ba-
naniformc (artificial dcbido a la tija-
ción^.

Detritus fecales, bacterias y levadu-
ras presentaban la coloración de con-
traste con el azul dc metilcno. La fi^;.
2 muestra la misma colorarión sobre
preparaciones efectuadas por cl
menisco después de flotación de la
muestra fecal con la técnica DSE^
(Dichromate Solution Flotation^ (Wil-
son, 1982 Ĵ , utilizada por nosotros en
cuanto es particularmente válida hara
eliminar levaduras y otras partículas
que podrían dificultar su exacta lec-
tura en el microscopio.

CONCLUSIONES

F,l diagnóstico dc laboratorio, en las
modernas explotaciones intensivas, se
ha convertido en parte operativa dc
una asistencia técnica veterinaria per-
manente y ya no es, como en cl pasa-
do, un apoyo a intervenciones dc ne-
cesidad. F,l diagnóstico parasitoló^;ico,
en particular, ha cntrado a formar par-
te de los criterios gestionalcs de la
explotación, llegando a ser una esti-
mulación para el rendimiento más
acentuado de la producción zootéc-
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nica. F,n este contexto, la mejora de
las técnicas de dia^nóstico a disposi-
ción y la puesta a punto de nuevas
mctodolo^ías son consideradas como
dc extrema necesidad e interés.

La pucsta en evidencia de una in-
fección criptosporídiea encuentra ac-
tualmentc en el examen coprológico
(técnicas de enriquecimiento por flo-
tación, preparaciones ferales), apo-
yado por adecuadas coloraciones, la
metodolo^ía de diagnóstico más váli-
da, tanto en los casos de sintomatolo-
gía clínica declarada como para en-
cuestas epidemiológicas.

La coloración Safranina-Azul de me-
tileno (S-MB) propuesta por nosotros
como alternativa a las comúnmente en
uso, como Gicrosa, 7.iehl-Neelsen y
fénol-auramina (Ley, 1988^, presenta
rnayores características para u q uso
aplicativo, uniendo a la facilidad y
rapidez de ejecución (tiempo máximo
l0') una óptima sensibilidad y especi-
ficidad, permitiendo eliminar proble-
mas de dia^;nosis diferenciaL La falta
de especificidad de la técnica Giemsa

(coloración de las levaduras con la
consiguiente diticultad en la lectura),
la duración del método Ziehl-Neelsen
unida a la criticidad del momento de
coloración en el carbol-fucsina, y la
exigencia de un microscopio de fluo-
rescencia para la coloración fenol-
auramina, hacen a estas metodologías
difícilmente utilizahles para un diag-
nóstiro en el campo veterinario.
Nuestra experimentación ha mostrado
asimismo una óptima respuesta de la
técnica sobre preparaciones fijadas y
utilizadas después de una semana.

Baxby y col. informan de la plena
validez de la coloración S-MB sobre
muestras fecales mentenidas durante 4
meses a -70 "C, -20 "C y +4 "C. Esto
se considera particularmente útil allí
donde sea necesario trabajar a gran
escala para la programación de inter-
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