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ABSTRACT

Cryptosporidium spp. is a cosmopolitan protozoan that has a widg famge. In mammals,
mainly affects newborns and clinically is charaieed by varying degrees of diarrhea. It is
considered like a zoonotic and re emerging agetalse can cause, in inmunocompromised
humans, severe clinical disease. It has been egptnat calves under one month of age are
most commonly infected. The diagnosis of cryptogfosis is performed through different
laboratory techniques. In our country, at veteraramedicine, the routine technique is the
Ziehl-Neelsen stain (ZN) that detects the parasiteysts in the feces of infect animals, by
microscopic examination of satained extended upmmcentration of the sample. Another
satainig technique for diagnosis of this protoz@aAureamina (AU), which also allows the
display of Cryptosporidium spp. in previously concentrated stool smears, bubugh
fluorescence microscopy. AU as advantages overiZNerms of speed in its making and
reading. However, in our country have no informatio studies about it.

The aim of this report was to compare the diagnostiiciency of ZN against AU in the
diagnosis ofCryptosporidium spp. in feces of diarrheic calves less than onetimohage. For
this, 205 samples were collected from two dairydeein the Metropolitan Region. The
infection level detected was 57,1% independenthef drigin farm or the used technique.
While 49,8% were positive to ZN and 56,1% to AU.eTdreater intensity of infection was
observed in animals between 7 and 14 days old. Mexv@ote the finding of two positive
animals on the birth day. Furthermore, was apmiednmunocromatographic diagnostic test
(CR) for human use, as confirmatory. This workhie first report in Chile of the use of AU
and CR for the diagnosis of cryptosporidiosis inibe faeces.

It was conclued that AU was more sensitive than(g&D,05), and the level of concordance
was optimal between both tests. With CR, was aeligo confirm largely the diagnoses
made by ZN and AU. Moreover, was possible to detectinfection frecuency in calves
greater than that reported for dairy farms in thetrigpolitan Region and country. It was also
concluded that we would be facing a highly prevaterd re emerging infection. Finally, this

is the first report of detection of this agent mmaals from one day old.



RESUMEN

Cryptosporidium spp.es un protozoario cosmopolita, que posee un amafigo de
hospederos. En los animales afecta principalmenteec&n nacidos y se caracteriza
clinicamente por distintos grados de diarrea. BEssiderado un agente zoondtico y re
emergente, ya que en el hombre inmunocomprometiddepproducir una enfermedad clinica
grave. Se ha informado que los terneros menordsmdes de edad son los mas comunmente
infectados. El diagnostico de esta enfermedad ellutwatorio y se realiza a través de
distintas técnicas. La de rutina en nuestro paisel veterinario es la de Ziehl-Neelsen (ZN)
y detecta los ooquistes del parasito en las heeelwsdanimales infectados, mediante un
examen microscopico de extendidos tefiidos con Z&kig concentracion. Otra técnica de
tincion para el diagndéstico de este protozoo eelAureamina (AU), la cual también permite
la visualizacion de ooquistes @yptosporidium spp. en extendidos de heces previamente
concentradas, pero a través de microscopia deefloencia. Esta Ultima posee ventajas frente
a ZN, en cuanto a la rapidez en su realizaciénctuta. Sin embargo, en nuestro pais no
existen antecedentes o estudios al respecto. Elivibjde la presente memoria fue comparar
la eficiencia diagndstica de ZN frente a AU en ielgddstico deCryptosporidium spp. en
heces de terneros diarreicos menores a un mes atk Pdra esto se recolectaron 205
muestras de dos rebafios lecheros de la Regién pdéitema. El nivel de infeccién detectado
fue de 57,1% independiente del predio de origea adécnica utilizada. En tanto que 49,8%
resultaron positivas a ZN y 56,1% a AU. La maydemsidad de infeccion se observo en los
animales de entre 7 y 14 dias de edad. Sin embesgiestacable el hallazgo de 2 animales
positivos al dia de nacido. También se aplicO unzelg inmunocromatografica (CR)
diagnostica de uso humano, como confirmatoria. tabajo es el primer reporte en Chile del
uso la prueba de AU y CR para el diagnéstico derif@osporidiosis en heces bovinas. Se
pudo concluir que AU fue mas sensible que ZN (ps)0,9 que el nivel de concordancia fue
optimo entre ambas pruebas. Con CR se logré coafimayoritariamente los diagndsticos
efectuados mediante ZN y AU. Ademas, fue posibteatar, una frecuencia de infeccidén en
terneros mayor a la descrita para predios lectd®da Region Metropolitana y del pais. Se
concluye también, que estariamos frente a unadidfie@ltamente prevalente y re emergente.
Por ultimo, este es el primer reporte de detecdéreste agente en animales de un dia de
edad.



INTRODUCCION

La enteritis y la diarrea son las principales causa muerte durante las primeras
semanas de vida de los terneros. Diversos agemtieales pueden verse involucrados en esta
patologia. Por lo general, en los neonatos se atramelas infecciones bacterianas, en tanto
que las infecciones virales y parasitarias suetemriv a los 10 a 14 dias (Blowey y Weaver,
2004).

En un determinado predio, donde la mayoria dedosetos estén infectados con el
protozoo Cryptosporidium spp., soOlo aquellos sometidos a estrés o con utalogi
concomitante presentan la enfermedad denominagéosporidiosis (Blowey y Weaver,
2004).

La criptosporidiosis es una enfermedad parasitpuea afecta principalmente al tubo
digestivo del hombre y otros animales vertebrathdes como: animales de granja (bovinos,
ovinos, caprinos, equinos, pollos y pavos), de @i (perros, gatos), de laboratorio (ratas,
ratones) y también animales silvestres como awgdjles y peces (Goméz-Cousbal.,
2005). El génercryptosporidium comprende protozoos que se desarrollan y multipleaa
las células epiteliales de este aparato y ocasiamde, puede infectar otros epitelios como el
respiratorio y renal especialmente en individuestinocomprometidos (Atias, 1998; Cordero
del Campilloet al., 1999; Mercadet al., 2007). Tiene una ubicacion particular dentrdade
célula ya que se sitia en el borde luminal de mhdsrecitos, localizacion que se ha definido

como intracelular, pero extracitoplasmatica (Cavdel Campilloet al., 1999).

Su ciclo biolégico comprende dos fases reprodustiesexuada (esquizogonia) y
sexuada (gametogonia), ambas dentro del mismo tiadpe y en el interior de los
enterocitos, donde se generan ooquistes inmediatantdectantes (esporulacion) que son

expulsados por las heces contaminando el medioceateb{Acha y Szyfres, 2003).

Este paréasito tiene una distribucidbn cosmopolitpayece ser ubicuo, debido a que
posee un amplio rango de hospederos, ademas devisaben el medio ambiente por largos

periodos de tiempo debido a la gran resistenceudeoquistes (Nacie al., 1999).

En los animales afecta principalmente a aquellegmenacidos, especialmente a

terneros, y se caracteriza clinicamente por degigrados de diarrea. En los humanos en
9



tanto, es considerada una zoonosis re emergermfeeyan el hombre puede llegar a producir,
en pacientes inmunocomprometidos, una enfermedi@idaigrave que se asocia a una severa
deshidratacion, a un dificil tratamiento y que puser mortal (Almeidat al., 2006; Sunnotel

et al., 2006).

Fue Tyzzer en 1907, el primero en proponer el nend®l género, enumerar sus
principales caracteristicas morfolégicas y descghieC. parvum era la especie involucrada

en cuadros diarreicos en mamiferos e investigarciw biologico (Acha y Szyfres, 2003).

Actualmente se reconocen 20 especie€dptosporidium (Smith y Nichols, 2010Q)
pero son 4 las especies que pueden ser de in@@®lpmédico veterinaric. parvum que
infecta el intestino de muchos mamiferos (incletibumano)C. muris que infecta intestino
y estbmago de ratones y abomaso de rumia@tdsileyi que infecta aparato respiratorio de
las gallinas y aves silvestreCymeleagridis que infecta el intestino de pavos y también el de
aves silvestres (Barriga, 2002). En el caso edpecifel ganado vacuno la enfermedad es
causada principalmente por el patogeno zoondiicparvum (Fayer, 2004; Sunnotet al.,
2006), sin embargo, también se describen otrasciespgue producen infeccion en los
bovinos comoC. andersoni, C. bovis y C. ryanae (Geurdenet al., 2006; Fengt al., 2007,
Smith y Nichols, 2010).

Su transmision es de tipo horizontal y la infecaéarre por la ingestion de ooquistes.
En terneros la transmision del parasito seria fonestdalmente directa, via fecal-oral, y la
principal fuente de infeccion serian las heces etadas por los animales neonatos con
diarrea, aunque también hay que considerar la r@dicion de ooquistes por parte de los
animales adultos que actuan como portadores asititma (Cordero del Campillet al.,
1999). Asi también es de gran importancia, desdeueto de vista de salud publica, la
transmision a través de los alimentos y el agudaomnados con ooquistes, ya que es

frecuente encontraryptosporidium spp.en aguas para consumo humano (Fayer, 2004).

En los animales el diagnostico de esta enfermedadeelaboratorio y se realiza a
través de distintas técnicas. Una de ellas esaher histologico de intestino delgado para
localizar el parasito en la mucosa, pero es un doétvasivo y de escasa sensibilidad. Otra

alternativa es la deteccion de ooquistes en lasshga sea mediante la tincion de extendidos
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de heces concentradas y/o mediante técnicas infagmidticas (Cordero del Campiléb
al., 1999).

Los protocolos de laboratorio de rutina para laeckdbn de los ooquistes de
Cryptosporidium spp, tanto en heces como en muestras de medio ambjentagua),
incluyen la examinacion microscopica, previa cote@ion y posterior tincion con Ziehl-
Neelsen (ZN) (Henricksen y Pohlenz, 1981; Fayed420

En medicina veterinaria el método diagnostico denay es el de deteccion de
ooquistes en extendidos de heces mediante conciéntra posterior tincion de ZN. Otra
técnica de tincién para el diagndstico de esteopoat es la de Aureamina (AU), utilizada
principalmente en medicina humana. Esta, al igusd & tincion de ZN, consiste en la
visualizacion de ooquistes deryptosporidium spp. en extendidos de heces previamente
concentradas, pero a través de microscopia deefloencia. Ademas, posee ventajas frente al
método de tincion de ZN en cuanto a la rapidezuerealizacion y lectura De Quadretsal .,
2006).

La presente memoria de titulo se realizé para coanpe eficiencia diagndstica de las
técnicas ZN y AU utilizadas para la deteccion dea @deccion parasitaria, ambas realizadas
en extendidos de heces concentradas de ternenosicba de dos predios lecheros de la

Region Metropolitana.
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REVISION BIBLIOGRAFICA

Aspectos generales

La criptosporidiosis es una enfermedad parasitiiaistribucion cosmopolita, cuyo
principal signo clinico en los rumiantes domésticeonatos es la diarrea (Cordero del
Campilloet al., 1999). Su agente causal es un protozoo del gé€mgptosporidium spp., que
comprende organismos que se desarrollan y mubliplen las células epiteliales del aparato
digestivo de vertebrados, asi como también en s&cwka biliar, y el epitelio respiratorio y
renal, especialmente en individuos inmunocompratostiBowman, 1999; Castro-Hermida
et al., 2002a; Mercadet al., 2007). Este agente parasitario est4 descritmfenciones de
155 especies de mamiferos, incluido el ser hum&ast(o-Hermidaet al., 2002a; Fayer,
2004).

Para Barriga (2002), entre los animales doméstlossinicos realmente susceptibles
a la enfermedad son los vacunos, y luego las oyegs cabras. Se ha encontrado un 80% o

mas de infeccion en terneros de menos de un m2%\e6 vacunos adultos asintoméaticos.

En los rumiantes domésticos la criptosporidiosisedeonsiderarse no solo desde el
punto de vista de la sanidad y la produccién animalla que se consideran las pérdidas
debidas a morbilidad, mortalidad, gasto en medicémsey horas de trabajo, sino que ademas
es necesario considerar su caracter zoonético yokbilidad que el parasito pueda
transmitirse a la poblacion humana por los alimentel agua (Cordero del Campikbal.,
1999).

Etiologia
Taxonomia

El géneraCryptosporidium, junto conlsospora, Cyclospora, Sarcocystis, Toxoplasma,
pertenecen al grupo de las coccidias, en el phypicomplexa (Soulsby, 1987; Cordero del
Campilloet al., 1999; Acha y Szyfres, 2003). En el caso pawuicdeCryptosporidium este

pertenece a la clase Sporozoa, subclase Coccidian dcucoccidiida, suborden Eimeriina,
familia Cryptosporidiidae (Soulsby, 1987; Corder Gampilloet al., 1999). Sin embargo,
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posteriormente se ha propuesto mediante estuthgefiéticos moleculares que protozoos del
géneroCryptosporidium pertenecerian al grupo de las gregarinas (Bartaoyripson, 2006).

Especificidad de hospedero

Desde que fue descrito por Tyzzer (1907), numerosapecies del género
Cryptosporidium han sido comunicadas en varios mamiferos hospesgdmero actualmente
s6lo 20 son validas para la mayoria de los invadtges (Cuadro 1) (Fayer, 2004; Pérez-
Cordédnet al., 2005; Sunnotett al., 2006; Smith y Nichols, 2010). Fayer (2004), ek&eid
gueC. parvum es la especie que mas afecta a los animalesdocilihombre, reportandose
sobre 155 mamiferos hospedadores distintos, losqueaduce en que este parasito no es
hospedero especifico. Se describe, por ejemplo, Quearvum ha sido identificado en

ratones, bovinos, humanos, equinos y muchos otaosifaros.

C. baileyi, C. canis, C. felis, C. meleagridis y C. muris se describen que son
hospederos especificos para gallinas, perros, ,gpta®s y ratones, respectivamente; sin
embargo, éstos afectan a los humanos por lo tdab®rian también considerarse zoonaoticos
(Fayer, 2004; Thompsosat al., 2005). Incluso Scorzat al. (2003) describe, en el caso
particular de C. felis, que éste se ha reportado en pacientes inmunotemes e

inmunocomprometidos y que el gato podria actuaroctoarrier” de otrosCryptosporidium
spp.

Cuadro 1. Descripcion de las 20 especies validaS€dgtosporidium con sus distintos tipos de
hospederos (Smith y Nichols, 2010).

Especie Hospedero principal Hospedero secundario iti® de infeccion

C. hominis Humanos Dugongo, ovinos Intestino delgado

C. parvum Bovinos, ganado, humanos Ciervos, ratones, credos ntestino delgado

C. meleagridis Pavos, humanos Loros Intestino delgado

C. canis Perros Humanos Intestino delgado

C. fdis Gatos Humanos, bovinos Intestino delgado

C. suis Credos Humanos Intestino delgado y grueso
C. wrairi Cobayos Desconocido Intestino delgado

C. muris Roedores Humanos, caprinos Estomago

C. andersoni Bovinos, camellos Ovinos Abomaso
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C. bovis Bovinos Ovinos Intestino delgado

C. ryanae Bovinos Desconocido Desconocido

C. xiaoi ovinos Yak, carpinos Desconocido

C. fayeri Canguros Desconocido Intestino delgado

C. macropodum | Canguros Desconocido Desconocido

C. baileyi Aves de corral Codornices, avestruces, patos Bursa

C.gali Pinzones, pollos Desconocido Proventriculo

C. serpentis Lagartos, serpientes Desconocido Estomago

C. varanii Lagartos Serpientes Estémago e intestino delgado
C. molnari Peces Desconocido Estémago (intestino)
C. scophthalmi Peces Desconocido Intestino (estdmago)

En ganado bovino existen al menos cuatro espeei€sygptosporidium que producen
infeccion: C. parvum, frecuentemente asociado a infeccion en individuesnatos; yC.
andersoni, C. bovisy C. ryanae (Santinet al., 2004; Smith y Nichols, 2010).

En el ser humano se han descrito al menos 8 espgqug provocan infecciorg.
hominis, C. parvum, C. meleagridis, C. felis, C. canis, C. muris, C. suisy C. andersoni (Cama
et al., 2008; Smith y Nichols, 2010). Los mas frecuestsC. hominisy C. parvum (Xiao y
Ryan, 2004; Sunnotedt al., 2006; Mercadcet al., 2007; Cameet al., 2008; Pintaret al.,
2010). En tanto queC. meleagridis también ha sido detectado, tanto en pacientes

inmunocompetentes e inmunodeficientes, pero ermeamer tasa (Mercads al., 2007).

Localizaciéon en el hospedador

Cryptosporidium spp. se localiza principalmente en las partes dsale yeyuno e
ileon, en el intestino delgado, aunque también @wddctar el intestino grueso, por lo que
puede llegar a parasitar todo el tracto intes{i@aldero del Campillet al., 1999). En el caso
especifico deC. parvum, este afecta la parte distal del intestino delgadderneros jévenes,
humanos y otros animales, y, ocasionalmente, patstar a células epiteliales del aparato
respiratorio, renal y vesicula biliar sobre todoiedividuos inmunodeficientes (Georgi y
Georgi, 1990; Atias, 1998; Bowman, 1999; CorderdoGi#ampilloet al., 1999; Barriga, 2002;
Botero y Restrepo, 2003; Mercaduwal., 2007). Los estadios enddgenos se ubican err@ bo
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luminal de los enterocitos, localizacion definidano intracelular, pero extracitoplasmatica
(Cordero del Campillet al., 1999).

Morfologia

En relacion a la morfologia de los ooquiste<Cdgptosporidium se describe que éstos
son sub-esféricos, con un tamafio aproximado segé@sdecie de 3,5 a 8 um de diametro,
esporulados al momento de ser expulsados, conteniresporozoitos y sin esporoquistes
(Current, 1985; Soulsby, 1987; Georgi y Georgi, @98ordero del Campill@t al., 1999;
Fayer y Xiao, 2007). En el caso particularGigrarvum, éste presenta ooquistes casi esféricos
de4d4a6pum (54 x 4,5 um) (Figura 1) y es la espegolucrada en los cuadros de enteritis
aguda y diarrea en mamiferos (Garcia y Bruckne88;1€@ordero del Campill@t al., 1999;
Garcia, 2001, Castro-Hermida al., 2002a; Castro-Hermidet al., 2002b; Santinet al.,
2004).

Figura 1. Morfologia de los ooquistes @ryptosporidium, sub-esféricos de un tamafio aproximado
de 4 a 6 pum de diametro (Tincién de Ziehl-Neelaemento de 100x).
Obtenido de: www.gefor.4t.com

Ciclo bioldgico

Cryptosporidium spp. es un parasito mondgeno y heterogenéticajreem debido a
gue todos los estadios de desarrollo ocurren emismo hospedador (ciclo directo) y lo
segundo ya que el parasito tiene fases de reprigasuasexual y sexual, las que culminan con
la formacion de un ooquiste que corresponde al@iéminfectante de esta parasitosis (Atias,
1998; Cordero del Campillet al., 1999).

El ciclo comienza con el ingreso de ooquistes egados via oral al tracto digestivo

(eliminados por las heces de un individuo infeciadn donde, los esporozoitos son liberados
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por cambios en la temperatura y el pH, y acciotageales biliares y proteasas (Del Ceco
al., 2009). Estos alcanzan los enterocitos mediantémientos de deslizamiento y flexion y
se multiplican en la zona apical de las microvéllades, dentro de una vacuola parasitofora
intracelular, extracitoplasmética (Figura 2) (Atia998; Cordero del Campillet al., 1999;
Fayer, 2004; Thompsaat al., 2005).

Figura 2. Diagrama representativo de la localizaciérCdgotosporidium en la célula
hospedero (PV: vacuola parasitéfora, EB: banddreldensa, FO: organelo alimentador).
Obtenido de: Thompsaat al., 2005.

Las dos primeras etapas de multiplicacién son ask81 A partir de un esporozoito se
forma el meronte | que contiene ocho merozoitosweimterior (Figura 3), los que se liberan'y
pueden volver a formar nuevos merontes | o ingrasarevas células y constituir el meronte
Il, que contiene cuatro merozoitos. Estos se libatdumen e ingresan a nuevas células para
iniciar la fase sexuada del ciclo (Garcia y Bruckri988; Atias, 1998; Thompsat al.,
2005). Algunos se diferencian en gametos mascubnoscrogamontes (catorce o dieciséis
por cada merozoito), y otros en gametos femeninosiacrogamontes (uno por cada
merozoito). Los microgamontes son liberados y eadava a fecundar a un macrogamonte
formando asi un cigoto, el cual luego de produdgdasporulacién, va a dar origen a un
ooquiste con cuatro esporozoitos en su interiole Es finalmente excretado con las heces,
como ooquiste inmediatamente infectante (Figur@das, 1998; Thompsoet al., 2005).
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Figura 3. Observacién microscépica de un meronte tipo luizsmte maduro) con sus 8
merozoitos.
Obtenido de: Thompsaat al., 2005.

Exits Hosl

Mick-walled oocyst  ThinwwaBed oooyst
[sporulated) [sporulated

Figura 4. Ciclo evolutivo del protozo@ryptosporidium spp.

Obtenido de: www.cryptosporidium.it/img/crypt_Ld.gi
El 80% de los ooquistes presenta doble pared ydsnominados ooquistes de pared

gruesa, constituyen las formas de resistencia ¢&ractas en el ambiente y son responsables

de la transmision entre hospedadores. Los ooquidtepared delgada (20%) son los
responsables de la autoinfeccion, ya que su paredrepe luego de su liberacion por la
célula hospedadora y los esporozoitos penetranasncélulas epiteliales adyacentes,
reiniciandose el ciclo enddégeno (Garcia y Bruckt®88; Georgi y Georgi, 1990; Barriga,

2002). El periodo de prepatencia en los rumiantemeésticos es de 3-4 dias, aunque
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dependiendo de la edad y de la dosis infectantalgprolongarse hasta 6-7 dias (Cordero del
Campilloet al., 1999).

Aspectos epidemioldgicos

Distribucidn geografica y prevalencia

La criptosporidiosis es una enfermedad de distitivu cosmopolita, y en ganado

bovino afecta tanto a razas de carne como de (€drelero del Campillet al., 1999).

La prevalencia de esta enfermedad varia consigenabte con la edad de los
animales. Asi por ejemplo, en un estudio realizanderneros diarreicos menores de 30 dias
de edad, la menor prevalencia de infeccion se obétvlos animales que se encontraban en
los extremos de este rango etario, es decir emgrenenores de 7 dias y los mayores de 22
dias; mientras tanto, que la mayor prevalencidaserdterneros de rangos intermedios al mes
de edad, es decir de 8 a 14 y de 15 a 21 diasa(Padnteet al., 1999). Otros trabajos han
reportado que la prevalencia de criptosporidiogigiria estd subestimada, debido al bajo
numero de muestras tomadas durante los distintamdps de estudio. Lo anterior se basa en
un trabajo que demuestra una mayor prevalencianféecion (93%) cuando el analisis de
muestras de heces de terneros durante el perieddeptete, se realiza dos veces por semana
durante un mes, en tanto que la prevalencia esmaemo 30% cuando se examina una o dos

muestras por ternero durante el primer mes de(@datro-Hermidat al., 2002a).

Fuentes de infeccién vy vias de transmision

En los rumiantes domeésticos, la principal fueng idfeccion para este agente
parasitario son las heces excretadas, precisanpamtdos animales neonatos diarreicos
infectados poCryptosporidium spp, es decir un tipo de transmision horizontal vizafeoral.

Sin embargo, es necesario considerar ademas, kcigasion de animales adultos
asintomaticos en el ciclo de transmision de estlogarasito, ya que ellos también podrian
eliminar ooquistes en sus heces. En los neondadaados se describe que durante el periodo
de méxima eliminacién, pueden excretar entfelDdooquistes por gramo de heces (Cordero
del Campilloet al., 1999).
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También se ha descrito la transmision indirectasta parasitosis, ya sea a través de
los alimentos o por ingesta de aguas contaminantagste agente protozoario (Cordero del
Campillo et al., 1999). En humanos en tanto, la contaminaciémgleas de consumo con
material fecal de ganado bovino o humano, se heaiaakmcon brotes de diarrea causada por
este parasito. Esto debe ser considerado desdatel ge vista de la salud puablica, ya que los
métodos usuales de tratamiento de aguas potalitescidn, floculacion, sedimentacion y
desinfeccion) no son completamente eficaces eancion o inactivacion de los ooquistes
de Cryptosporidium spp. (Cordero del Campilkd al., 1999; Lunat al., 2002; Fayer, 2004)

Tres hechos biolégicos tendrian importancia en riant a la persistencia y
diseminacion de este parasito en el ambiente. Estos primero, los ooquistes son
inmediatamente infectantes al salir con las he@shdspedero; segundo, estos ooquistes
tienen una elevada resistencia a las condicionekonzenbientales lo que les permite, por
ejemplo, permanecer infectivos por 2 a 3 mesesd@ordel Campillcet al., 1999; Castro-
Hermidaet al., 2006), y sobrevivir en el suelo por més de %3 @i temperaturas inferiores a
los -10°C (Katoet al., 2002); y por ultimo, los ooquistes al ser mugysfios y resistir la
accion de desinfectantes convencionales, comoolaaibn, pueden pasar a traveés de los
procesos fisicos y quimicos de tratamientos desagy#or tanto sobrevivir en agua potable
por varios meses (Garcia y Bruckner, 1988; Geoi@eprgi, 1990; Atias, 1998; Cordero del
Campilloet al., 1999; Sturbauret al., 2001; Fayer, 2004; Sunnogtlal., 2006).

Factores de riesgo

Entre los factores de riesgo a considerar, exisgadios que revelan que hay una
asociacion directa entre la edad de los animalet gesgo de infeccion, para terneros
menores de 30 dias (Castro-Hermétlal., 2002b). Se ha descrito que los terneros setarfec
conC. parvum entre la primera y la cuarta semana de vida; genba encontrado infeccion
por este parasito en animales menores de 4 diadatk (Sturdeet al., 2003; Kvacet al.,
2006). Asi también, se describe que la mayor peee# de infeccion ocurre a las 2 semanas
de vida (Kvaat al., 2006).

Otro factor de riesgo de importancia, involucrado k diseminacion de la
criptosporidiosis en rumiantes recién nacidos,lesmétodos y la frecuencia de limpieza de
pesebreras o establos, asi como el tipo de sudtzsdrismos (Castro-Hermid al., 2006).
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Por ejemplo, el riesgo aumentaria si los animatténehacinados y si la higiene y otras
practicas de manejo son deficientes (Castro-Heretidh, 2002b).Se describe también que,
al mantener a los terneros estabulados junto a alranevitando el contacto con otros
terneros, la prevalencia de infeccion Goparvum es menor comparada con aquellos terneros
estabulados, sin su madre, y en contacto con aimosales de su misma especie y edad
(Kvac et al., 2006). Otro estudio demuestra que el riesgafiEgion disminuye cuando los
terneros son alojados de forma individual, en ¢esrpreviamente desinfectados, y cuando se
usa piso de cemento, lavado diariamente por agrastr agua a presion (Castro-Hermitla
al., 2002a).

En relacidon al consumo de calostro, la ausenciesteno seria considerada un factor
de riesgo, ya que se ha descrito que los anticeerplostrales producidos en respuesta a la
infeccion natural contraCryptosporidium spp. no tienen un efecto protector frente a la
infeccion neonatal en terneros (Cordero del Camgilll., 1999). Sin embargo, la ingestion
de por lo menos 750 ml de calostro dentro de lagna hora de vida de terneros, fue alguna

vez documentada como protectiva (Gorman, 1987).

Por ultimo, el tamafio del rebafio podria condicidagoresentacion de la infeccion,
existiendo una mayor frecuencia en rebafos grafmi@gor densidad de animales, alta carga
de patdégenos, etc.) (Cordero del Campdiaal., 1999). Ademas, cuandoryptosporidium
spp. es el Unico agente causante de diarrea, kalidad es baja, pero en asociacion con otros

agentes infecciosos la mortalidad puede ser aipgi(ly Castro, 2003).

Patogenia

La invasion que provoca este protozoo en los etitesose traduce en una alteracion
de las células digestivas, lo que produce unaiatpafrcial de las vellosidades intestinales y
fusion de éstas, quedando la superficie de absodiEminuida (Atias, 1998; Cordero del
Campillo et al.,, 1999). El organismo intenta reeampl las células dafiadas mediante
hiperplasia de las criptas, reemplazando las clmaduras dafiadas por otras nuevas cuya
capacidad enzimética y de absorcion es menor,dasquraduce en un paso de fluidos desde

la vellosidad a la luz intestinal, debido al auroedé¢ la presion osmatica por el acimulo de
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nutrientes en el lumen. Paralelamente, puede exist alteracion en la permeabilidad del

epitelio intestinal por modificacion de las unioreedulares. Como consecuencia de todo lo
anterior, se rompe el equilibrio entre absorciGsegrecion generando un sindrome de mala
absorcion (Cordero del Campiléal., 1999; Botero y Restrepo, 2003).

Signos clinicos

No existen signos patognomonicos que diferencienaiptosporidiosis de procesos
causados por otros enteropatdgenos (Cordero depilarat al., 1999). El principal signo
clinico de esta parasitosis es la diarrea (Geofgegrgi, 1990; Cordero del Campillo, 1999;
Santinet al., 2004) de consistencia variable entre heces ajganente formadas y acuosas, de
color amarillento, sin sangre, asociada a la examede un gran nimero de ooquistes. Esta
puede ir acompafada de anorexia, dolor abdomigadiga de peso, postracién y fiebre. Su
duracién es variable, oscilando entre 3-5 diasosrchsos leves y 1-2 semanas en los mas
graves (Cordero del Campillet al., 1999; Botero y Restrepo, 2003; Fayer, 2004). El
sindrome de mala absorcién ademas lleva a un soécéniento bacteriano que agrava aun

mas el cuadro (Atias, 1998).

En infecciones naturales, la aparicion de los sia®y la eliminaciéon de ooquistes

comienzan en la primera o segunda semana de vatd€® del Campill@t al., 1999).

El periodo de prepatencia tiene una duracion deb3dés, pero puede ser tan largo
como 2 semanas. En tanto que el periodo de pateneae ir de una a varias semanas en
individuos inmunocompetentes (humanos y animalesh yos inmunocomprometidos esta

duraria varios meses (Atias, 1998; Fayer, 2004).

Las alteraciones observadas a la necropsia de miante neonato son caquexia y
deshidratacion. En la cavidad abdominal puedeiezisofia de la grasa mesentérica e infarto
en los linfonodulos regionales. El intestino delyg@wddria presentar una enteritis congestiva
con la mucosa hiperémica, pero no hemorragicaopservar las vellosidades éstas se pueden
presentar atrofiadas y con el epitelio columnatitsudo por células inmaduras (Cordero del
Campilloet al., 1999).
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Diagndstico

Los signos clinicos no son especificos, y a pesarlgs datos epidemiologicos y la

sintomatologia nos ayudan, es necesario realizdragméstico de laboratorio.

En los rumiantes en general, se sospecha de larestiad por la presencia de una
diarrea intensa, en animales de menos de un meslatt que no responde a tratamiento
(Barriga, 2002). La confirmacion de la infeccion a&dravés de la demostracion de los

ooquistes en las deposiciones (Cordero del Cangiflb, 1999; Botero y Restrepo, 2003).

Examen histolégico

La obtencién de biopsias de intestino delgado gemisualizar al parasito en el borde
apical de los enterocitos (Figura 5) (Garcia y Bner, 1988; Atias, 1998). Este método no es
usado en el diagnéstidm vivo debido a su caracter invasivo, a su escasa Sareibily
elevado costo. Existen diversas técnicas de tineistologica que podrian ser usadas, entre
las que se encuentran hematoxilina-eosina y aztbldelina (Cordero del Campillet al.,
1999).
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Figura 5. Corte histolégico de intestino delgado. Ooquisie€ryptosporidium spp. (flechas)
adheridos a las células epiteliales del intesfifioc{én hematoxilina-eosina).
Obtenido de: www.facmed.unam.mx

Deteccion de ooquistes en las heces

Este método puede realizarse mediante tincion tenéixlos de heces y/o técnicas

inmunodiagnésticas (Cordero del Campétal., 1999).
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Las distintas técnicas de tincion se realizan sektendidos de heces, algunos con el
material previamente concentrado, con el objetaumentar la sensibilidad (Cordero del
Campilloet al., 1999). Los protocolos de laboratorio de rutiaeada deteccién de ooquistes
de Cryptosporidium spp, tanto en heces como en muestras de medio amidigntagua),
incluyen la examinaciéon microscopica de estos ehkts, previa concentracion de la
muestra, los que son tefiidos ya sea con con Gidthesiae 0 ZN (Atias, 1998; Cordero del
Campillo et al., 1999; Fayer, 2004). Dentro de éstas, la técméa difundida para la
deteccién de ooquistes en heces, es la de ZN madifi(Figura 6) (Georgi y Georgi, 1990;
Atias, 1998; Barriga, 2002).

Figura 6. Tincion de Ziehl-Neelsen. Ooquistes@sg/ptosporidium spp. presentes en una muestra de
heces de ternero diarreico (100x).
Obtenido de: Laboratorio de Parasitologia, Facud&a@iencias Veterinarias y Pecuarias,
Universidad de Chile.

Otra técnica de tincion para el diagndstico de pstéozoo es la de AU, utilizada
principalmente en medicina humana. Esta, al igusd & tincion de ZN, consiste en la
visualizacion de ooquistes deryptosporidium spp. en extendidos de heces previamente
concentradas y tefiidas con AU, pero a través deostgpia de fluorescencia (Figura 7)
(Atias, 1998; Fayer, 2004). AU posee ventajas ér@himétodo de tincion de ZN en cuanto a

la rapidez en su realizacion y lectura microscofimQuadrost al., 2006).
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Figura 7. Tincién de Aureamina. Ooquistes Qeyptosporidium spp. presentes en una muestra de
heces de ternero diarreico (40x).
Obtenido de: Laboratorio de Parasitologia, Facua@iencias Veterinarias y Pecuarias, Universidad
de Chile.

Dentro de las técnicas inmunodiagndsticas se etramela aglutinacion en latex, la
inmunofluorescencia indirecta (IFI) utilizando @okrpos policlonales o monoclonales y
ELISA de inmunocaptura de antigenos parasitarioseees (Garcia y Bruckner, 1988; Leng
et al., 1996; Atias, 1998; Cordero del Camp#taal., 1999; Garcia, 2001; Botero y Restrepo,
2003). Estas técnicas se han aplicado con el ptopds mejorar la calidad del diagnéstico
(Atias, 1998).

De todos los métodos sefalados, para algunos awgsra IFl la que presenta mayor
sensibilidad y especificidad, y es la técnica quesa con mayor frecuencia en el diagndstico
de la enfermedad en humanos (Cordero del Canghilib, 1999). Sin embargo, esta técnica
en estudios nacionales de pacientes con diarre&carg SIDA, demostré una sensibilidad de
un 78,3% versus un 86,9% para ZN (Atias, 1998).

Diagnéstico Inmunocromatografico CryptoStrip ® (QRDRIS, 2001)

CR es un test inmunocromatogréfico que permitectit®oquistes d€. parvum en

muestras fecales concentradas o no concentradas.

La prueba se basa en la utilizacién de un sistamanocromatografico con particulas
de oro coloidal. Es provisto en un kit comercia¢ ge encuentra listo para ser utilizado y sélo
requiere una dilucion de la muestra fecal en udacgm tampon proporcionada por el
fabricante, que es puesta en contacto con unardaetiva (membrana de nitrocelulosa

sensibilizada con anticuerpos afli parvum). La especificidad de la prueba se asegura
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mediante el empleo de anticuerpos monoclonalegidiis contra antigenos de superficie de

la membrana del ooquiste, y conjugado con el olwictal.

El método de diagndstico mas utilizado y de ruénamedicina veterinaria en nuestro

pais es el de tincion de ZN en extendidos de heces.

Tratamiento

Existen multiples farmacos estudiados para el migtiato de la criptosporidiosis
humana y animal a nivel mundial. Entre ellos séuyen antibidticos de amplio espectro,
antihelminticos, anticoccidiales, etc. Sin embangoguno ha resultado ser completamente

eficaz en el tratamiento de esta parasitosis (Comiel Campilloet al., 1999).

A pesar de lo anterior, existen algunas drogadagran atenuar los signos clinicos de
la enfermedad y/o disminuir la eliminacién de ostgs por parte del animal. Algunas de
ellas son la espiramicina y la azitromicina (aidtiisos macrolidos), la paromomicina
(antibidtico oligosacarido del grupo de aminogludos) y la halofuginona (antiprotozoario
del grupo de los derivados de la quinazolinonag, aunque no son totalmente efectivas, han
demostrado ser mejor que otros tratamientos partiatar la diarrea del ternero causada por
C. parvum (Gormanet al., 1993; Foster y Smith, 2009). Por esto, el tr&ato sintomatico
puede prevenir elevadas tasas de mortalidad erfiaggbg disminuir las pérdidas por
morbilidad, sin embargo la primera medida a reakzala reposicion de fluidos y electrolitos
mediante la administracion oral o parenteral deigohes hidratantes. Ademas se debe
restringir el acceso a la leche durante un peré®btempo, para evitar que llegue sin digerir
al intestino grueso, donde se produciria una diatestipo fermentativo. La administracion de
probidticos es otra recomendacion que se ha réalizsor el efecto antagonico que supone la

instauracion de una flora beneficiosa en el imestCordero del Campillet al., 1999)

En la criptosporidiosis humana se han obtenido dsieesultados al utilizar farmacos
como espiramicina y paramomicina (Garcia y Bruckd®88; Atias, 1998). Este ultimo a
demostrado una favorable respuesta clinica y pal@gica en mas de la mitad de los casos

tratados, pero luego de descontinuar el tratamiestpacientes recaen (Atias, 1998).
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Control

Medidas higiénico sanitarias

El control de esta parasitosis en los animales eg dificil ya que prevenir la
exposicion de los terneros a la contaminacion espticado. Las medidas sanitarias y de
higiene ayudan a prevenir la presentacion de lare@ddad, a disminuir su prevalencia en

zonas endémicas y/o a atenuar el riesgo zoond@icaéro del Campillet al., 1999).

Dentro de las medidas sugeridas en la literatudemmos mencionar: la destruccion de
ooquistes mediante aplicacion de desinfectantesaa@fs en las zonas que habitan los
animales, separacion de animales enfermos de siastalar bebederos y comederos altos
para evitar la contaminacién de éstos con hecemaién diaria de materia fecal, controlar la
entrada de animales portadores de otras especesoqp ratones, etc.), mantener las
maternidades limpias y desinfectadas con ozona altvavioleta, controlar la temperatura y
humedad de estos lugares, procurar que la ingedonalostro y leche sea la adecuada
(Cordero del Campillet al., 1999; Fayer, 2004).

En el caso humano el control frente a esta enfethednsiste en evitar la ingesta de
agua o alimentos crudos que puedan estar contaosir@h heces humanas o de animales.
Igualmente debe evitarse la inmersion en aguasagutéenen efluentes de alcantarillado o de
granjas bovinas (Acha y Szyfres, 2003). En relacdos pacientes inmunocomprometidos,

estos deben abstenerse de la ingestion de verhudes y agua sin hervir (Atias, 1998).

Inmunoprofilaxis

Los anticuerpos del calostro materno procedent@ndeales naturalmente infectados
no parece proteger; sin embargo, el calostro hipaune reduce el numero de ooquistes
eliminados, produce diarrea menos intensa y n&drakporozoitos en poco tiempo, a pesar
de permitir la infeccion (Atias, 1998; Cordero @ampilloet al., 1999; Botero y Restrepo,
2003).

Por ultimo, en la presente memoria se compar¢ itdertia diagndstica de dos
técnicas utilizadas en la deteccion degpiosporidium spp., una de ellas es la tincion de ZN,

gue corresponde al método de rutina utilizado edicite veterinaria para el diagnostico de
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esta enfermedad; y la otra es la tincion de AUnitacutilizada principalmente en medicina
humana, ambas técnicas fueron realizadas en @ksnde heces concentradas de terneros
diarreicos de predios lecheros de la Region Metitapa. Con esto se pretende contribuir al
conocimiento epidemioldgico de esta importantedaifn parasitaria de los terneros y a su

diagnostico de laboratorio y control en Chile.
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OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

Comparar la eficiencia diagnostica de la tincionzi¢ frente a la tincion de AU en el
diagnostico de laboratorio déryptosporidium spp. en heces de terneros diarreicos de dos

rebafios lecheros de la Region Metropolitana.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. PesquisaCryptosporidium spp. mediante tincion de ZN y mediante tinciomAdeen
muestras de heces bovinas.

2. Analizar y comparar los resultados obtenidos pdvasnécnicas.
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MATERIALES YMETODOS

Para la realizacion de este estudio se recolegtarortipalmente durante los meses
de otofio, invierno y primavera, muestras fecalesciis de animales diarreicos, las que
posteriormente fueron preservadas en formalina 8 XWeitz y Tassara, 1989). Las
muestras de heces se obtuvieron de dos prediomdsoWecheros distintos de la Region
Metropolitana (predio A y predio B) (Figura 8).

Melipilla®
O

W ElMonterds Predio A

Figura 8. Observacion satelital del Predio A (33°38'S, 7239 Predio B (33°34'S,
71°06'0), ambos destinados a la produccién denosvie leche. Regién Metropolitana, Chile.

Tamano muestral

El tamafio muestral se determind para la comparat@ddos proporciones asumiendo
arbitrariamente un 70% de positivos para la prug@N y un 85% para la prueba de AU.

Con un 95% de confianza y 95% de potencia, el ndimlemuestras necesarias fue de 200.
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Recoleccidén de muestras

Las muestras de heces fueron obtenidas sélo derdosrdiarreicos, desde el dia de

nacidos hasta las cuatro semanas de edad, deathisglecheros de la Region Metropolitana.

Le recoleccion de muestras se realiz6 directaméesele el recto de cada animal.
Estas fueron depositadas en tubos plasticos dd 5@on su respectiva identificacion (fecha
de recoleccién, numero de ternero y fecha de nanim), y almacenadas en un contenedor
adecuado, con hielo, y trasladadas inmediatamehtdaboratorio de Parasitologia,
Departamento de Medicina Preventiva Animal de laukad de Ciencias Veterinarias y
Pecuarias de la Universidad de Chile. Ademas é lia registro en el que se anotaron otros
datos tomados a nivel de terreno como el predipedeleccion, administracion de calostro,

tipo de alimentacion, tipo de alojamiento y tratamtds realizados.

Una vez en el laboratorio, cada muestra se divedidlos porciones; a una mitad se le
agrego formalina al 10% y se mantuvo refrigeradeeeh a 8 °C, mientras que la otra mitad

fue congelada, pero sin adicionarle ningun tipprservante, hasta su posterior uso.

Procesamiento de muestras

Las muestras anteriormente divididas fueron prazesade distinta forma,
dependiendo si estaban o no conservadas con foaralil0%. Esto se realizo de la siguiente

manera.

Muestras sin formalina

Las muestras sin formalina fueron tamizadas, de fesina se elimin6 toda aquella
particula que pudiera entorpecer el proceso, p@raun tamafio. Posteriormente estas fueron
centrifugadas a 1.500 g por 15 minutos, se elineindobrenadante y fueron congeladas a -

20°C. Estas ultimas, fueron las que se utilizgrama la técnica de CR.

Muestras con formalina

Las muestras con formalina también fueron tamgadposteriormente centrifugadas
a 1.500 g por 15 minutos, para asi concentraniestaales ooquistes presentes en la muestra.

Transcurrido este tiempo se elimind el sobrenadgntiesde el sedimento se extrajo una
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pequefa cantidad de muestra con una micropipatdaague se realizé un extendido de 1 cm
de largo por 0,5 cm de ancho en un portaobjet@sde secar a temperatura ambiente, para

la posterior realizacion de la técnica de ZN.

Del mismo sedimento se tomé otra pequefia cantigachuestra y se realizd otro

extendido de iguales caracteristicas (duplicadar)y para realizacion de la técnica de AU.

Tincién de ZN (Anexo |) (Fredeset al.,2007)

Una vez seco el extendido en el portaobjetosreeedio a su tincion, asegurando y

manteniendo el orden de cada lamina durante topmeéso.

En primer lugar, se procedio a vaciar sobre cadea@lojeto el primer colorante, que
corresponde a fucsina basica, hasta cubrirlos aiampkente. Luego cada muestra se calentd
hasta la emision de vapores, pasando bajo ellatgodon con alcohol encendido, sin hervir
el colorante, y posterior a ello se dej6 actuar3dibminutos. Pasado ese tiempo, se procedio a
lavar cada placa con agua corriente de la llaveahaiminar todo el exceso de colorante.

Luego cada muestra fue cubierta con alcohol-acisllp por 30 segundos,
posteriormente se lavaron con agua corriente, glaranar todo el exceso de producto. Este
punto es fundamental en la técnica, por lo que el despetar el tiempo indicado, sin

sobrepasarlo, para no alterar el proceso.

Después de lavadas las laminas, se cubrieron ebrd@znetileno, que es el segundo
colorante de esta técnica de tincién, el cual $& aldtuar durante 2 a 5 minutos, para luego
lavar nuevamente con agua corriente de la llaveahdisninar todo el exceso. Finalmente se
dejaron secar a temperatura ambiente, y fueronnam®s al microscopio O6ptico, con

aumento de 100x con aceite de inmersion.

Este procedimiento permitio la tincion del interlos ooquistes d€ryptosporidium
spp. de color fucsia, debido a que presenta caistitas acido-alcohol resistentes, lo que
hace practicamente inconfundible su presencia,ddedique son muy pocos los elementos

parasitarios que cumplen con estas caracteristicas.

Para la correcta lectura de las muestras en ebstiopio, se conté con un control

positivo, que en un principio correspondié a unaesta de heces humanas que contenia
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abundantes ooquistes deéryptosporidium spp. donada por la Unidad Docente de
Parasitologia de la Facultad de Medicina de la &msidad de Chile y posteriormente, este

estudio permitié disponer de controles positivaspps de heces bovinas.

Tincion de AU (Anexo II) (Fayer y Xiao, 2007)

Una vez realizado el extendido de la muestra féablicado), se dejo secando a
temperatura ambiente. Hecho lo anterior se culmidsolucion fenicada de AU al 0,3% por
10 minutos. Pasado ese tiempo se lavo con agueerderde la llave, para posteriormente

cubrir con alcohol-acido, el cual se dejo actuar3sbsegundos.

Luego de un nuevo lavado con agua de la llave lseccla ldmina con Permanganato
de Potasio al 0,1% durante 30 segundos. Posteremt@ase lavd una vez mas con agua

potable y se dej6é secar a temperatura ambiente.

Finalmente, se aplico una gota de glicerina parardiscencigver Anexo 1), se puso
un cubreobjetos y se leyo al microscopio de flumaesia con objetivos de aumento de 10x y
40x.

Los ooquistes d€ryptosporidium se observan redondeados y su contenido de color
verde-amarillo, se puede reconocer la pared yrdgkeoado interior. El fondo de la preparacion

microscopica es de color negro.

De igual modo que para ZN, para la correcta leaerkas muestras en el microscopio,
se contd con un control positivo, que en un pricgprrespondiéo a una muestra de heces
humanas positiva y posteriormente, este estudimipérdisponer de controles positivos

propios de heces bovinas.

Finalmente, para ambas técnicas microscopicas, vadsstra positiva se agrupo
dependiendo del nimero de ooquistes observadosgiopo de vision, registrandose la

intensidad de infeccion de la siguiente manera:

* Baja (+): de 1 a 3 ooquistes por campo.
* Media (++): de 4 a 10 ooquistes por campo.
e Alta (+++): de 11 a 20 ooquistes por campo.

e Muy alta (++++): mas de 20 ooquistes por campo.
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Diagnéstico Inmunocromatoqgréafico (CR)

De acuerdo a la indicacion del laboratorio creadeta prueba diagndstica poseeria
una alta sensibilidad (cercana al 100%) cuandgbeasa heces humanas. Ademas, tiene la
ventaja de ser independiente de la lectura debdper pero es de mayor costo. Debido a esto
altimo, esta técnica diagndstica en la presente ariantle titulo se utilizd6 en 40 muestras
fecales obtenidas de la siguiente manera: 1) eastdas muestras que dieron resultado
positivo a ambas técnicas (ZN y AU); 2) en aquetjas resultaron positivas s6lo a una de
ellas y 3) en un caso especial al cual se le daliana muestra que resultd ser sospechosa a
la técnica de AU. En tanto que, de ahi en adelsdi® se utiliz6 como confirmatoria de
aguellas muestras que resultaron positivas a lsiceéae ZN y negativas a la de AU y

viceversa.

Asi también, mediante una tabla de niumeros aleatose seleccionaron 11 muestras
fecales (mantenidas congeladas), que previamestétawn negativas a las dos técnicas
microscopicas, para corroborar esta condicion meéeli€R. Este tamafio de muestra fue
calculado con un nivel de confianza de 95%, patactir al menos un caso de enfermedad
con un valor estimado de prevalencia de 23% (Gorehah, 1989) y en una poblacion de

enfermos de 205 animales (Thrusfield, 2005).
CR se us6 solo con las muestras congeladas delaauestrucciones del fabricante.

Los kit se conservaron en su envase originaligesfidos a 4°C. Al momento de su

utilizacion, los reactivos se debieron dejar a terafura ambiente previo a realizar la prueba.

Las muestras sometidas a esta prueba debieromesggirpente descongeladas. Luego
en un tubo de ensayo se afadieron 15 gotas déuki@obuffer (tampon) de dilucion. Se
agregaron 20 pL de la muestra de heces. Se ag@dhpanogenizar la solucion y se dejo
reposar por 1 minuto. Pasado ese tiempo se intoglujel tubo la tira reactiva y se dejo
actuar por 15 minutos. Una vez transcurrido esepiese procedio retirar las tiras reactivas

para su lectura.

Cuando la tira es sumergida en la suspension festd, migra con el conjugado por
difusion pasiva (capilaridad) y llega al primerienérpo absorbido en la tira, el monoclonal
anti C. parvum. Si el parasito esta presente en la muestragéstconocido y revelado por la

aparicion de una linea de color rojo. Posteriosta,da muestra continua fluyendo y llega a
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un segundo reactivo (anticuerpo que es considaradmntrol) que da a lugar a la aparicion
de una segunda linea roja oscura. Esta Ultima lindiga que la cromatografia se ha

desarrollado sin impedimentos y seria la Gnicaagpageceria en pruebas negativas.

Analisis estadistico

Se determiné la frecuencia de infeccion en poegentpor el periodo de estudio,

mediante los dos métodos realizados.

Los resultados se analizaron mediante la pruelzalisita de Mc Nemar, entre los
resultados de las pruebas de ZN y AU para propogsicorrelacionadas o dependientes
(Remington y Schork, 1970). También se utilizérelite Kappa para determinar los niveles

de concordancia entre ambas pruebas (Fleiss, 1981).
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RESULTADOS

El periodo de toma de muestras del estudio abar®ven meses, los que se
distribuyeron durante los afios 2007 y 2008. Lalescton de muestras se inicio en el mes de
marzo del afio 2007 con solo una visita para esedmese afo, y finalizdé en abril del afio
2008. Cada uno de los otros ocho meses incorpoerdet muestreo, tuvo en promedio una
visita semanal y en estas se muestreo a todo anireab que cursaba un cuadro de diarrea.
El total de animales muestreados en este lapsbef@@5 (Cuadro 2). Con los ocho meses que
incluyeron un muestreo semanal, se hizo una estmate la distribucion de las diarreas
durante esos meses. Solo en un mes del periodobwriuevos animales con diarrea (Figura
9).

Resultados tincién de ZN

De las 205 muestras analizadas mediante esta d¢crasultaron 102 muestras
positivas (49,8%) (Cuadro 3). La distribucién de Bmimales diarreicos que resultaron ZN
positivos se observa en el cuadro 2 y figura 9ld3emuestras que resultaron positivas, en
todas ellas se encontro la presencia de elememesssericos tefiidos de color fucsia, por lo
tanto acido-alcohol resistentes, irregularmentédtesj de 5 um de diametro aproximados,

estructuras compatibles con ooquiste€dgotosporidium spp. (Figura 10).

Resultados tincion de AU

Del total de muestras recolectadas, al analizankediante esta técnica de tincion, los
resultados obtenidos fueron de 115 muestras pasi{®6,1%) (Cuadro 2; Figura 9). En las
muestras positivas se encontrd la presencia deeates esféricos, fluorescentes (color
verde), irregularmente tefiidos, de 5 um de diamaprximados; estructuras compatibles
con ooquistes déryptosporidium spp. (Figura 11).
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Cuadro 2. Distribucion de animales diarreicos y positivdgiehl Neelsen o Aureamina por mes'y
por afio durante el periodo de estudio.

Afo Mes N° nuevas terneras | Positivos ZN Positivos AU
diarreicas

2007 Marzc 3 3 3
2007 Agostc 14 2 6
2007 Septiembr 24 10 15
2007 Octubre 35 21 22
2007 Noviembre 13 6 7
2007 Diciembre n.d n.d n.d
200¢ Enerc 36 21 22
200¢ Marzc 32 14 14
200¢ Abril 48 25 26
Total 205 102 115

n.d.= no hubo nuevos animales diarreicos

N® individuos
w
o

— mDiarrea
WIN+
AU+

agosto
diciembre
ahril

septiemhbre
noviemhre

2007 2003
Mes

Figura 9. Distribucién de nuevos animales diarreicos muedtre@or mes y por afo, positivos a
Cryptosporidium spp. a la técnica de Ziehl-Neelsen y AureaminaZmaf07 — abril 2008).
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Figura 10. Ooquistes d€ryptosporidium spp. detectados mediante la técnica de Ziehl-Needse
heces diarreicas de terneros (100x). Laboratoriattasitologia, Facultad de Ciencias Veterinarias y
Pecuarias, Universidad de Chile.

Figura 11. Ooquistes d€ryptosporidium spp. en dos muestras de heces diarreicas de t&grnero
mediante la técnica de Aureamina (40X). Laboratdeid®arasitologia, Facultad de Ciencias
Veterinarias y Pecuarias, Universidad de Chile.

Como se menciond, se muestrearon los terneroeiasrde dos predios lecheros, los
gue fueron identificados con letras A y B. Los feglos obtenidos en cada uno de los predios

segun la técnica diagnéstica aplicada fueron psesntes:

* Predio lechero A:

Se recolecté un total de 60 muestras durante @dwede estudio, de éstas, un 41,7%
fueron positivas a ZN y un 56,7% a AU.

* Predio lechero B:

De un total de 145 muestras recolectadas en estiopdurante el estudio, un 53,1%

fueron positivas a ZN, en tanto que un 55,9% lodoa AU.

El resumen de los resultados obtenidos mediantetéadica de tincion por predios
esta representado en el cuadro 3.
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Cuadro 3.

Resultados de las técnicas Ziehl-Neelsen (ZN) reAmina (AU) en muestras de heces de

terneros diarreicos por predio lechero (A y B) ytaal (n=205).

Método Positivos (por predio Ay B) Total
n % n

ZN 25(A) + 77(B) 49,¢ 10z

AU 34(A) + 81(B) 56,1 11F

Por altimo, el presente estudio arroj6 como redoltgue 117 muestras (57,1%),
resultaron positivas @ryptosporidium spp. independiente del predio de origen o declaidé
utilizada.

Resultados Diagnostico Inmunocromatografico (CR)

La prueba CR se aplico a un total de 48 muestras.éBtas, 20 que fueron
simultdneamente ZN y AU positivas, de las cualefuefon CR positivas (85%); de 17
muestras positivas sélo a una de las técnicas (AN 9 fueron CR positivo (52,9%). Sin
embargo, con un diferente resultado segun si doapasitiva a ZN 0% (0 de 2 muestras) o
AU 60% (9 de 15) respectivamente.

De las 11 muestras negativas a ambas técnicasitmra@es, seleccionadas para ser
corroboradas mediante CR, todas fueron negatieataalltima prueba.

En el cuadro 4 se resume el resultado obtenidoodastestas muestras analizadas
mediante CR y en la figura 12 se presentan de naufdbgrafias de tiras reactivas de CR

con resultados positivos y negativos.

Cuadro 4. Resultados del diagnéstico InmunocromatografiogptoStrip ® (valor absoluto y
porcentaje) en muestras de heces de ternerosicliisrpositivas a una o ambas, de las técnicas
microscopicas de Ziehl-Neelsen (ZN) y Aureamina JA-48).

Resultados pruebis Microscopicas | N° muestras | Positivo | Porcentaje
Obtenidas aCR positivos %
Positivo a ambas (ZN y Al 2C 17 85
Positivo s¢o a ZN 2 0 0
Positivo s6lo a Al 15 9 6C
Negativo a ambas (ZN y Al 11 0 0
Total 48 26
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Figura 12. Tiras reactivas de CryptoStrip ® con resultadsitp® (+) y negativo (-) de
heces de terneros diarreicos. (Control de reactieirha). Laboratorio de parasitologia, Facultad de
Ciencias Veterinarias y Pecuarias, Universidad hikeC

Resultados sequn edades de los animales

Se logré registrar la fecha de nacimiento y el dala toma de muestra de 147
terneros diarreicos. De ellos, 79 fueron positi@adN, 83 a AU y 77 a ambas técnicas. La
mayor intensidad de infeccion se observé en lanaes de entre 7 y 14 dias de edad (63%).
Destacamos el hallazgo de 2 animales positivo84Rzbeste protozoario al dia de nacido. En
el cuadro 5 se detallan estos resultados, seg@osatarios. La figura 13 en tanto, grafica la
frecuencia de diarreas y de infeccion poryptosporidium spp. segun edad y técnica

empleada.

Cuadro 5. Distribucion de la infeccion @ryptosporidium spp. detectada mediante Ziehl Neelsen
(ZN) y/o Aureamina (AU), segun edad en ternerogr€iieos de menos de un mes de edad, de
lecherias de la Region Metropolitana.

Rango etario ZN + AU + ZN+ AU+
<7 dia: 10 12 10
7- 14 dia 5C 53 50
15- 21 dia 14 14 13
> 21 dia: 5 4 4
Total 79 83 77
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Figura 13. Frecuencia de diarreas e infeccién @oyptosporidium spp. segln edad, en terneros
diarreicos de lecherias de la Region Metropolitdiegnosticados por ZN y AU.

Andlisis estadistico de los resultados

Se compard el resultado de ambas técnicas diaggmstadicionales mediante la
prueba estadistica de McNemar. Asi también se obd#lndiceKappa, para determinar el

nivel de concordancia.

Mediante McNemar fue posible concluir que existéferencias estadisticamente

significativas entre las técnicas de ZN y de AUQ®5) a favor de esta ultima (Anexo IlI).

El indice Kappa determind que el nivel de concordancia entre anpasbas fue

optimo (Anexo V).
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DISCUSION

De las distintas técnicas descritas para el dgtgw de laboratorio de
Cryptosporidium spp, los protocolos de rutina utilizan la deteccion smopica de la
presencia de ooquistes del parasito en hecesagmealizacion de métodos de concentracion,
y técnicas de tincion como ZN (Atias, 1998; CorddebCampilloet al., 1999; Fayer, 2004).
Siendo este, en medicina veterinaria, el métodgndistico de eleccién (Georgi y Georgi,
1990; Atias, 1998; Barriga, 2002). En tanto quaneidén de AU para el diagnéstico de este
protozoo, ha sido utilizada casi exclusivamenteneiestras de origen humano (Atias, 1998;
Fayer, 2004).

Por lo anterior, y ya que en Chile no existian eedentes del uso de AU en medicina
veterinaria, y con el fin de mejorar el diagnostam® este endoparasito protozoario, en el
presente estudio se implementd y desarroll6 estact de tincion, en extendidos de heces
concentradas de terneros diarreicos de prediosrestile la Region Metropolitana, para ser

comparada con el método de rutina ZN.

Por tal motivo y para cumplir el objetivo espedfim® 1 se pesquiséO a
Cryptosporidium spp., por ambos métodos diagndésticos, en muesteasieces de terneros
diarreicos (n=205) provenientes de dos predioselmsh de la Region Metropolitana.
Encontrandose un nivel de infeccién en estos deahas57%, ya que este valor fue de un

56,1% si solo se considera los resultados con Aliarto que para ZN fue de un 49,8%.

Estos resultados revelan, una alta frecuencia féedidn porCryptosporidium spp.,
independiente de la técnica utilizada, y sugiers gumenos en los predios analizados de esta
region del pais y en esta especie animal, estamoefa una infeccion altamente prevalente y
re emergente. Esto se sustenta en el hecho gueMalencia descrita para este parasitismo en
terneros diarreicos de lecheria y en esta regidiante ZN fue de un 23,2% (Gormeral.,
1989). Es decir que este estudio arroj6 mas deleddd infeccion con el mismo meétodo

diagnéstico, la misma especie animal y aproximataenel mismo grupo etario.

Lo anterior también se puede afirmar, si se comsidae los niveles de infeccion en
otras zonas del pais, como la zona sur, no solmepase acercan a los niveles encontrados
en este estudio, ya que se ha reportado una pneial@araCryptosporidium spp. de

alrededor de un 30% (Campano, 1997).
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El mayor nimero de casos de infeccion @optosporidium spp. en predios lecheros
de esta region, puede deberse a varias causasun@oparte, ha habido una mayor
intensificacion de los sistemas productivos, lo geetraduce en un mayor nimero de
animales y hacinamiento de éstos. Sin embargansado a esto existen deficiencias en las
condiciones de higiene e inadecuadas medidas dejones posible esperar resultados como
estos. Asi por ejemplo, en este estudio, ambosgsreduestreados presentaban similares
condiciones de higiene y manejo, con terneros ektdbs de forma individual, pero con
contacto directo entre ellos y que eran separadota dnadre al momento de nacer, sin
embargo con adecuada administracion de calostre.ni@didas de higiene utilizadas se
basaban en la limpieza diaria de los corrales, exdraccion del material de cama y las
deposiciones, pero sin la aplicaciéon de sustam®asfectantes lo que reduciria la carga de
otros agentes no estudiados. Ademas, a los animaiepresentaban diarrea se les aplicaba
un tratamiento antibiotico, pero en aquellos enlgudarrea no cedia con éste, no se aplicaba
ningan tratamiento o medida adicional, ni tampoeohgcieron analisis 0 exadmenes de

laboratorio, salvo los que finalmente se llevar@alo debido a este estudio.

Un punto importante en la prevencion y el conteledta patologia es la eficiencia en
las medidas de manejo de los animales, tanto dealimentario como sanitario (Cordero del
Campillo et al., 1999). Para lograr un Optimo resultado es mugontante contar con el
personal adecuado, tanto en la capacitacion, camel @ompromiso con su trabajo. Este
punto fundamental no se cumplia a cabalidad erunimgle los dos predios muestreados, ya
gue en ambos el personal a cargo no era establdopgue no creaban un verdadero

compromiso con la actividad desempeiada.

Es necesario recalcar que actualmente la criptmBpsis se considera tanto en los
seres humanos, como en algunos animales, una z@oaamergente (Almeida al., 2006;
Sunnotelet al., 2006), lo anterior debido al gran aumento deéofas que pueden llegar a
afectar el sistema inmune, provocando inmunodejesla cual es una condicién

preponderante en la presentacion humana y animedtdeenfermedad (Fayer y Xiao, 2007).

El nivel de infeccion detectado por este estudi®o5@&s considerado alto para esta
zona de nuestro pais, como ya se discutié. Sin rgopkp mas probable que este valor esté
subestimando lo real, debido a lo descrito entdadiura cientifica internacional que indica,

gue un bajo niumero de muestras tomadas por anumahtg este periodo de vida, podria
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revelar una prevalencia mucho menor, a la que @ndba si se toma un mayor nimero de
muestras por animal. Como por ejemplo dos vecesgoana durante un mes, en vez de la
muestra Unica que se tomo para este estudio durbptaner mes de vida (Castro-Hermida

et al., 2002a).

El segundo objetivo especifico de esta memoriala@rde analizar y comparar los
resultados de ambas técnicas. Al respecto, la prdetMcNemar demostrd que la diferencia
resultante entre ambas técnicas fue estadisticanmgnificativa (p < 0,05). Esto se
contrapone con los resultados de Brablal. (2008) realizado en 29 muestras de terneros
igualmente sometidas a ambas técnicas de tincibfgseque no se encontraron diferencias
significativas (p = 0,25). Asi también, De Quadebal. (2006) analiz6 331 muestras de heces
de animales domésticos, de distintas especiesetectd un 7,5 y 5,7% de positividad para
AU y ZN respectivamente, sin diferencias estadistiente significativas entre ambas
técnicas. En el presente estudio en tanto, denauget existe una diferencia entre utilizar
una técnica de tincion o la otra, y que la tina@AU presenta mayor sensibilidad que la de
ZN.

Al respecto, se ha sugerido que la técnica dedtinde ZN tefiria una pequefia
proporcion de los ooquistes presentes en una rnyestemas de teflir un menor nimero de
ooquistes que la técnica de AU (Broek al., 2008). Este mismo autor, estimdé una
sensibilidad aceptable para ambas técnicas denin&in embargo, en otro estudio, fue la
tincion de AU el método escogido como de rutindjidie a que presentd una sensibilidad

similar a una prueba comercial de inmunofluoresieefieeet al., 1993).

Para cumplir este segundo objetivo, también sdzditiel indice Kappa para
determinar los niveles de concordancia entre arpbasbas (Fleiss, 1981), el cual arrojo
como resultado que el nivel de concordancia esn@gp(con un valor dé& = 0.83), mientras
gue otros estudios han determinado un nivel deardaacia de buen& = 0,79) (Brooket
al., 2008).

Para la realizacion de este estudio se requiridpéementacion, en el Laboratorio de
Parasitologia de la Facultad de Ciencias VeteasayiPecuarias de la Universidad de Chile,
de la técnica de tincibn de AU. Esta técnica praserertas desventajas con respecto al

método de rutina de ZN.
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La principal ventaja de la técnica de tincion de &Nsu bajo costo, esto sumado a que
los extendidos una vez tefidos, pueden ser cortkes\de forma permanente, a diferencia de
la tincion de AU (Brooket al., 2008). Ademas, la fluorescencia del fondo denleestra
podria representar un problema de lectura en Abl siuestra presenta una gran cantidad de
detritos fecales (Webet al., 1991). Aln asi, si se cuenta con el personadtgulo, vy el
equipo necesario para la realizacion, la técnicinben de AU, segun el presente estudio,

resulta ser mejor.

Las pruebas de diagndstico basadas en la obsemvatiéroscopica de aspectos
morfoldgicos de los agentes infecciosos buscadoteni la desventaja de ser totalmente
operador-dependiente. Por eso, en este estudiongke&@ por primera vez en Chile, una
prueba de inmunodiagndstico para confirmar loslt@sos obtenidos en la pesquisa de este

parasito en muestras fecales de bovinos

En un principio se pretendio usar la prueba diatiod inmunocromatografico (CR)
como prueba patron, con el fin de confirmar a tsagé ésta, a las muestras que resultaran
positivas a alguna de las técnicas de tincidnzaadis. En el transcurso del experimento esto
cambio, debido al alto costo que la prueba terdehdn desconocido por el equipo de trabajo
al principio, por lo que se aplico la prueba sdlasamuestras que resultaran positiva a una
técnica, y negativa a la otra. De esta forma sguagba la sensibilidad de las técnicas de

tincion, confirmando la positividad de las muestanalizadas.

Mediante CR se confirmo el 85% de los diagndstipositivos simultaneos de
presencia dé€ryptosporidium spp. en la muestras fecales estudiadas. El paiheglor de
este resultado radica, en que por primera vez dle Gh confirma la existencia de las
infecciones por este parasito en bovinos usandopuneba de laboratorio no morfoldgica,
validando ademas el uso de las pruebas micros&piotoriales de diagnéstico. La
negatividad de CR en algunas muestras fecalesaiigadas como positiva mediante ZN o
AU puede deberse a varias causas. Primero, elokiercial de CR dice ser una prueba
diagnostica rapidan vitro para la deteccion de ooquistes@lgarvum en muestras de heces.
Podria ser entonces, que la especi€myptosporidium presente en las heces de los animales
negativos a CR, pero positivos a ZN o AU fueraimigtaC. parvum. Segundo, las muestras
analizadas mediante CR presentaban en su mayariatensidad de infeccién baja (de 1 a 3

ooquistes por campo), por lo que podriamos pengar lg concentracibn de ooquistes
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presentes en estas muestras seria determinantk pectura real de esta. Lo anterior debido
a que el control positivo utilizado, que presentaba muy alta intensidad de infeccion (mas
de 20 ooquistes por campo), arrojé resultadosipositodas las veces que se sometié a CR.
Sin embargo, es necesario considerar que el ltheitdeteccion indicado por el fabricante es
de 200 ooquistes en 100 pL de heces, valor desiclinpara las muestras analizadas. Tercero
y ultimo, CR es una prueba de deteccion de la &ggela de la infeccion, por lo que las
muestras recolectadas con posterioridad a esta ffaskian contener concentraciones de
antigenos muy bajos para su deteccion (CORIS, 2001)
Por todo lo anteriormente descrito, se cumplidrieh@r y segundo objetivo especifico,

es decir se pesquigtryptosporidium spp. mediante ZN y AU en muestras de heces bgvinas

y se analizaron y compararon los resultados olterdd ambas técnicas.

Sin embargo y por ultimo, resulta de interés analjzdiscutir los resultados segun la
edad de los animales. Se ha informado que losrtmmde 1 mes de edad son los mas
comunmente infectados c@nyptosporidium spp. Segun la bibliografia consultada, no se han
encontrado animales menores de 4 dias infectagoeste endoparasito (Sturdsel., 2003;
Kvac et al., 2006)pero si existen infecciones descritas despuésdge/lalias de vida (Del
Cocoet al., 2008). La mayor prevalencia reportad&rgptosporidium spp. se produce en
terneros de entre 8-14 y 15-21 dias de edad, a® también, el mayor riesgo de infeccion
(De la Fuenteet al., 1999). En el presente estudio, la mayor intewside infeccion se
observé en los animales de entre 7 y 14 dias d# @®86), como ya se ha reportado. Sin
embargo, destacamos el hallazgo de 2 animalesvoss({2,5%) a este protozoario al dia de
nacido, es decir durante el periodo prepatentesamé los 3 a 4 dias de infeccidén. Por lo
anterior, esta seria la primera descripciorCdgptosporidium spp. en animales de un dia de
edad. Esto podria indicar la posibilidad de nuevias de transmision, diferentes a las
normalmente descritas para este endoparasito. tevi@nhace necesario iniciar estudios en
esta linea de investigacion, que permitan idenfifiesta via de infeccion, ya sea para
confirmar asi como entender este resultado.
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CONCLUSIONES

Se determiné que existe diferencia estadisticafggtiva (p<0,05) entre la prueba
de Aureamina frente a la de Ziehl-Neelsen, a fal®ria primera de ellas, lo que
indicaria una mayor sensibilidad para el diagnostmmparativo d€ryptosporidium

spp. Con un nivel de concordancia de 6ptimo.

Fue posible detectar, una frecuencia de infec@dn Cryptosporidium spp. en
terneras de hasta un 57%, la que fue mayor a laidepara predios lecheros de la
Region Metropolitana y del pais. Por lo que estam frente a una infeccion

altamente prevalente y, posiblemente, re emergente.
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ANEXO

Anexo |
Tincién de ZN

- Reactivos: Azul de metileno, acido acético glacial, acidorlsidrico, alcohol etilico
95%, fucsina basica, fenol cristalizado, agua ekt

- Preparacion de tinciones:

* Fucsina
- Fucsina basica 10 g.
- Alcohol etilico 95% 100 ml.
- Fenol cristalizado (*) 50 ml.
- Agua destilada c.s.p. 1000 ml.

(*) Fundir a bafio Maria el fenol cristalizado agredo 10% de agua destilada y de éste medir
50 ml (aproximadamente 50 Q).

Preparacion: disolver la fucsina en el alcohol ggl agregar el fenol disuelto en agua
destilada tibia.

* Azul de metileno

- Azul de metileno 20.
- &cido acético glacial 50 ml.
- Agua destilada c.s.p. 1000 ml.

» Alcohol acido
- Acido clorhidrico 30 ml.

- Alcohol etilico 970 ml.
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Anexo Il

Tinci6én de AU

Reactivos: Aureamina, fenol en cristales, permanganato desfmtacido clorhidrico,
alcohol etilico 95%, buffer pH 9.5, glicerina d&xla.
- Preparacion de tinciones:

* Aureamina

- Aureamina 30 mg.
- Fenol 30
- Agua destilada c.s.p. 100 ml.

* Permanganato de potasio
- Permanganato de potasio 100 mg.

- Agua destilada c.s.p. 100 ml.
Mantener ambas soluciones en botella ambar.

» Alcohol &cido
- Acido clorhidrico 30 ml.
- Alcohol etilico 95% 970 ml.

» Glicerina para fluorescencia

- Glicerina 90 ml.
- Buffer pH 9.5 10 ml.
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Anexo |l

Prueba estadistica de McNemar.

Método #1
(+) )
(+) A B N
Método #2
(') C D 2 N
3N Dl Total

X?=(B-Cyf/ (B +C)

Valor de ¥ corregido con 1 grado de libertad:

X?=(B-C]-1F/ (B +C)
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Anexo IV

Célculo de indic&appa (k) e Interpretacion.

k=2 (AD + BC)
NiN4+ NoN3

donde las N son los totales marginales etiquetaslios

Método #1
Si No
Si A B 1N
Método #2
No C D 2N
3N Y Total
Interpretacion:
Kappa Concordancia
< 0,00 Mala
0,00-0,20 Pobre
0,21-0,40 Sufrible
0,41-0,60 Regular
0,61-0,80 Buena
0,81-0,99 Optima
1,00 Perfecta
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