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DESARROLLO DE ESTADIOSASEXUALESDE Sarcocystis aucheniae
EN CULTIVO DE CELULAS

DEVELOPMENT OF ASEXUAL STAGES OF SARCOCYSTIS AUCHENIAE IN CELL
CULTURE

MilagrosUzuriaga S.*, Rosa Sam T.%3, Alberto Manchego S.* y Arnaldo Alvarado S.?

REsSUMEN

Cistozoitos obtenidos a partir de macroquistes de Sar cocystis aucheniae presentes
en carne de alpacas con sarcocistiosis fueron inoculados en cultivo primario de células
de cornete nasal de feto de alpaca(CNA) y en lineas de célul as establ ecidas de rifion de
bovino (BHK) y de mono (VERO). Los cistozoitos ingresaron atodas las células, trans-
formandose en grandes y pequefios esquizontes multinucleares o en estadios como
quistes, produciendo gran cantidad de merozoitos, todos de posicion perinuclear. Culti-
vos continuos a partir del in6éculo original de cistozoitos fueron mantenidos por méas de
150 dias por subcultivo de cistozoitos sobre nuevos cultivos de células CNA, BHK y
VERO. Durante este tiempo, se mantuvo la capacidad de producir ambos tipos de
esguizontes. Seconfirmé lareproduccion delos cistozoitos por tincion Giemsay median-
teinmunofluorescencia e inmunoperoxidasa, ambas pruebas utilizando antisuero anti S.
aucheniae producido en conejos.
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ABSTRACT

Cystozoites obtained from macrocysts of Sarcocystis aucheniae, collected from
alpacameat infected with sarcocystiosis, wereinocul ated onto primary monolayer cultures
of alpacaturbinate (AT) and secondary monolayer of bovine kidney (BHK) and monkey
kidney (VERO) cells. Sporozoites entered the cells, formed large and small multinucleate
schizonts, and produced large numbers of cystozoites of perinuclear position. Continuous
cultivation from the original cystozoite inoculum was maintained for more than 150 days
by inoculating cystozoites onto new cultures of AT, BHK and VERO cells. During this
time, the capacity to produce both types of schizonts was preserved. The reproduction
of cystozoites of S.aucheniae in tissue culture was confirmed using the Giemsa stain
and the fluorescence microscopy and immunoperoxidase test, both of them, using
antibodies anti S. aucheniae produced in rabbit.

Key words. apaca, Sarcocystis, tissue culture, immunoperoxidase, immunoflourescence

1 Laboratorio de Microbiologia y Parasitologia Veterinaria, 2Laboratorio de Patologia Clinica,
Facultad de Medicina Veterinaria, Universidad Nacional Mayor de San Marcos, Lima
SE-mail: kueylan@hotmail.com

49



M. Uzuriaga et al.

INTRODUCCION

La sarcocistiosis, enfermedad de gran
importanciaen caméidos sudamericanos, es
producida por la coccidia Sarcocystis
aucheniae (Moro y Guerrero, 1971). Sele
sefidla como & segundo causa de decomiso
de carcasas de apacas debido a la presen-
cia de macroquistes en la musculatura. Es-
tos quistes pueden llegar a medir 1 cm de
largoy producir pérdidas de 900 TM por afio
en e cama de Santa Rosa, Puno (Alva et
al.,1980).

Larutadetransmisondd S aucheniae
es via fecal-oral por transferencia de
esporoquistes apartir de caninos (Sam, 1988).
La patogénesis de la infeccion en apacas
(Lama pacos) y llamas ama glama),
hospedadores intermediarios naturdes, inclu-
yeexquistacion deooquistesend intestino dd -
gado e invasidn de cdulas intestinales con
cistozoitos que redlizan una esquizogonia para
producir merozoitos. Los merozoitos se dise
minan en e hospedador intermediario por via
sstema sanguineo (Leguiay Clavo, 1989).

V arias especies de Sarcocystis han sido
desarrolladas in vitro, empleando tanto cul-
tivo de lineas celulares como cultivo prima
rio de culas (Fayer, 1970; Speeret al., 1986
ab; Cawthorn et al., 1990; Daviset al., 1991;
Murphy y Mansfied, 1999). El objetivo dd
presente trabajo fue la reproduccion de es-
tadi os asexual es (cistozoitos) deSarcocystis
aucheniae en cultivo de cdlulas, a fin de
mantener merozoitos en € laboratorio que
puedan ser utilizados en investigaciones so-
bre el tratamiento y prevencion de la
sarcocistiosis en camélidos sudamericanos.

M ATERIALES Y METODOS

Aislamiento de S. aucheniae

Organismos moviles en forma de ba
nana fueron obtenidos de macroquistes de

S. aucheniae extraidos de musculatura
esquel éticade a pacas con sarcocitiosis. Los
macroquistes fueron tratados con un
homogenizador eléctrico para liberar los
cistozoitos. Los parasitos fueron suspendi-
dos en 2-3 ml de solucién saina balanceada
de Hanks (HBSS) y antibiéticos. Fueron pa-
sados por varias capas de gasa estéril para
remover restos de tgjido de las membranas
del quiste, y centrifugados a 290 g por 5 mi-
nutos. Los cistozoitos fueron resuspendidos
en el medio minimo esencial Dulbecco
(MEM) y se contaron 350,000 organismos
aproximadamente con una camara de
Neubauer, y colocados en frascos de cultivo.

Los cistozoitos fueron desarrollados y
mantenidos en cultivo primario de cornete
nasa de feto de apaca (CNA) y cultivo de
lineas celulares de rifion de bovino (BHK) y
rifibn de mono africano (Cercopithecus
aehiops) (VERO). Las células hospedadoras
se desarrollaron en frascos de pléstico de 25
cn? en & medio minimo esencia Dulbecco
(MEM), suplementado con 10% de suero
fetd de bovino (SFB), 100 Ul penicilina, 100
mg estreptomicinay 0.25 pg/ml de anfotericin
B. Formadala monocapa, € medio de creci-
miento fue reemplazado por € medio de man-
tenimiento, donde la concentracion de SFB
fue de 2%. Los cultivos celularesfueronin-
cubados a 37 °C en una atmosfera conte-
niendo 5% de CO, y 95% de aire. Las célu-
las, una vez infectadas, fueron examinadas
diariamente con un microscopio invertido para
determinar € desarrollo de lesiones en la
monocapa o lareplicacion del parasito.

Técnicas | nmunoser ol0gicas

Para confirmar la presencia dentro de
las células hospederas o lareplicacion de los
parasitos se utilizaron dos pruebas
inmunologicas: Inmunoperoxidasa e inmuno-
fluorescenciaindirecta utilizando un antisuero
especifico anti S. aucheniae producido en
congjos inmunizados con lisados de
macroquistes de S. aucheniae. Al mismo,
los parésitos y su replicacion fueron exami-
nados con tincién Giemsa.
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Figural. Presencia de cistozoitos de Sarcocystis aucheniae en cultivo primario de cornete nasal de
feto de alpaca (CNA) en la prueba de Inmunoperoxidasa (a) Los cistozoitos se encuentran
en posicion perinuclear (1). Se observa, ademas, el ndcleo de la célula (2), 1000x. (b) Los
cistozoitos en el cultivo con células de rifidbn de mono africano (VERO) toman la coloracion
marrén (1), mientras que las células VERO se tornan de color amarillo (2).

REsuLTADOS Y Discusion

Los organismos ingresaron a todas las
cédulas, transformandose, en su mayoria, en
formas elipsoides y ovoides con nucelo
hipercromético, y otros en minoria.con nucleos
menos denso y de mayor tamafio con apa
riencia de morula 'y de posicion perinuclear.
Las células CNA fueron més sensibles, se-
guidas delas VERO y las BHK.

A lainmunoperoxidasa se observan for-
mas alargadas ovoides de color marrén oscu-
ro, dentro y fuera de las células, que indican
la presencia de |os esporozoitos en proceso
de multiplicacion, mientras que las culastie-
nen un tenue color amarillento a pardo claro
(Fig. 1). Enlapruebadeinmunofluorescencia
se encuentran formas alargadas y ovoides
fluorescentes, sobre un fondo oscuro en don-
de se observan células con un citoplasma oscu-
ro pero con un reborde verdoso opaco que ddli-
mita ala membrana citoplasmatica (Fig. 2).

A latincion con Giemsa se observa la
presencia de esporozoitos dentro y fuera de
las células, transformados en formas alarga
das, dipsoides, tefiidas de color basofilo te-
nue y otras mas coloreadas sobre un fondo
rosaceo-azulado, caracteristicos del citoplas-
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macelular, y con presencia de detritos celu-
lares amorfos (Fig. 3).

El presente estudio consiguié desarro-
llar cistozoitos de S. aucheniae en cultivo
celular. Laviabilidad delos cistozoitos se de-
mostrd cuando estos no se colorearon con €
azul detripan debido aque este colorante es
un coloide de accion intravital, por lo tanto
so0lo seintroduce en € interior delas células
no viables que presentan roturas en lamem-
brana (Worth, 1962).

Como esdificil identificar todos|os es-
tadios del parasito en los cultivos de cdulas
através de un microscopio invertido (100x),
la presencia de los cigtozoitos y su multipli-
cacion fue confirmada con el uso de lastéc-
nicas de inmunoperoxidasa e inmunofluores-
cencia. Estos, a reaccionar con e suero
hiperinmune especifico contra € lisado de
macroquistes de S. aucheniae, permite ob-
servar formas ovoides de color marron os-
curo dentro y fuera del citoplasma.

A partir del tercer diade laprimerain-
feccion con esporozoitos en células VERO,
se observé unavacuolizacion de las células,
lamismaqued cuarto diallego llegd d 80%.
En la monocapa de células BHK, se obser-
v6 un 20y 40% de vacuolizacion a partir del
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Figura2. Presencia de cistozoitos de Sarcocystis aucheniae en cultivo primario de cornete nasal de
feto de alpaca (CNA) en la prueba de Inmunofluorescencia, 1000x. (a) Células CNA. Los
cistozoitos se encuentran en posicién perinuclear (1). Se observa el nicleo (2). (b) Células
Vero. Presencia de formas elipsoides de crecimiento (1) y la tipica forma de banana (2)
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Figura 3. Células VERO infectadas con cistozoitos deS.aucheniae (a) y no infectadas (b), tefiidas con
tincién Giemsa, 1000x. a) Presencia de cistozoitos (flecha). Esquizonte con nlcleo en forma
de mérula que contiene varios nucleolos (estrella), (b) Células con nucleo de gran tamafio
(1) y citoplasma reducido (2).

e Lo
fue de un 20% de la monocapa celular. Es

probable que esta vacuolizacion se debaala

presenciade cuerpos residuales, tal como ha ? Losedtadios asexuaes del Sarcocystis
sido frecuentemente reportado (Daviset al., aucheniae se pueden reproducirin vitro
1991; Lindsay et al., 1999; Dubey et al., en céulas embrionales de cultivo prima-
2000) en cultivos primarios, asi como en li- rioy en culasdetgidosy en lineas ce-
neas celulares establecidas. lulares establecidas.
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Las células de cornete nasal de apaca
son mas sensibles a la infeccién por
cistozoitos de S. aucheniae que células
establecidas de rifion de mono (VERO)
y derifion de bovino (BHK).

Los cistozoitos de S. aucheniae repro-
ducidos en cultivos celulares mantienen
Sus caracteristicas inmunogénicas.
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