
49

Rev Inv Vet Perú; 2008; 19 (1): 49-53

1 Laboratorio de Microbiología y Parasitología Veterinaria,  2Laboratorio de Patología Clínica,
Facultad de Medicina Veterinaria, Universidad Nacional Mayor de San Marcos, Lima

3E-mail: kueylan@hotmail.com

DESARROLLO DE ESTADIOS ASEXUALES DE Sarcocystis aucheniae
EN CULTIVO DE CÉLULAS

DEVELOPMENT O F ASEXUAL STAGES  O F SARCOCYSTIS  AUCHENIAE  IN CELL
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RESUMEN

Cistozoitos obtenidos a partir de macroquistes de Sarcocystis 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 líneas de células establecidas de riñón de
bovino (BHK) y de mono (VERO). Los cistozoitos ingresaron a todas las células, trans-
formándose en grandes y pequeños esquizontes multinucleares o en estadios como
quistes, produciendo gran cantidad de merozoitos, todos de posición perinuclear. Culti-
vos continuos a partir del inóculo original de cistozoitos fueron mantenidos por más de
150 días 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
esquizontes. Se confirmó la reproducción de los cistozoitos por tinción Giemsa y median-
te inmunofluorescencia 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
alpaca meat infected with sarcocystiosis, were inoculated onto primary monolayer cultures
of alpaca turbinate (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.
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INTRODUCCIÓN

La sarcocistiosis, enfermedad de gran
importancia en camélidos sudamericanos, es
producida por la coccidia Sarcocystis
aucheniae (Moro y Guerrero, 1971). Se le
señala como el segundo causal de decomiso
de carcasas de alpacas debido a la presen-
cia de macroquistes en la musculatura. Es-
tos quistes pueden llegar a medir 1 cm de
largo y producir pérdidas de 900 TM por año
en el camal de Santa Rosa, Puno (Alva et
al.,1980).

La ruta de transmisión del S. aucheniae
es vía fecal-oral por transferencia de
esporoquistes a partir de caninos (Sam, 1988).
La patogénesis de la infección en alpacas
(Lama pacos) y llamas (Lama  glama ),
hospedadores intermediarios naturales, inclu-
ye exquistación de ooquistes en el intestino del-
gado e invasión de células intestinales con
cistozoitos que realizan una esquizogonia para
producir merozoitos. Los merozoitos se dise-
minan en el hospedador intermediario por vía
sistema sanguíneo (Leguía y Clavo, 1989).

Varias especies de Sarcocystis han sido
desarrolladas in vitro, empleando tanto cul-
tivo de líneas celulares como cultivo prima-
rio de células (Fayer, 1970; Speer et al., 1986
a,b; Cawthorn et al., 1990; Davis et al., 1991;
Murphy y Mansfield, 1999). El objetivo del
presente trabajo fue la reproducción de es-
tadios asexuales (cistozoitos) de Sarcocystis
aucheniae en cultivo de células, a fin de
mantener merozoitos en el laboratorio que
puedan ser utilizados en investigaciones so-
bre el tratamiento y prevención de la
sarcocistiosis en camélidos sudamericanos.

MATERIALES  Y MÉTODOS

Aislamiento de S. aucheniae

Organismos móviles en forma de ba-
nana fueron obtenidos de macroquistes de

S.  aucheniae  extraídos de musculatura
esquelética de alpacas con sarcocistiosis. Los
macroquistes fueron tratados con un
homogenizador eléctrico para liberar los
cistozoitos. Los parásitos  fueron suspendi-
dos en 2-3 ml de solución salina balanceada
de Hanks (HBSS) y antibióticos. Fueron pa-
sados por varias capas de gasa estéril para
remover restos de tejido de las  membranas
del quiste, y centrifugados a 290 g por 5 mi-
nutos. Los cistozoitos fueron resuspendidos
en el medio mínimo esencial Dulbecco
(MEM) y se contaron 350,000 organismos
aproximadamente con una cámara de
Neubauer, y colocados en frascos de cultivo.

Los cistozoitos fueron desarrollados y
mantenidos en cultivo primario de cornete
nasal de feto de alpaca (CNA) y cultivo de
líneas celulares de riñón de bovino (BHK) y
riñón de mono africano (Cercopithecus
aehiops) (VERO). Las células hospedadoras
se desarrollaron en frascos de plástico de 25
cm2  en el medio mínimo esencial Dulbecco
(MEM), suplementado con 10% de suero
fetal de bovino (SFB), 100 UI penicilina, 100
mg estreptomicina y 0.25 µg/ml de anfotericin
B. Formada la monocapa, el medio de creci-
miento fue reemplazado por el medio de man-
tenimiento, donde la concentración de SFB
fue de 2%.  Los cultivos celulares fueron in-
cubados a 37 °C en una atmósfera conte-
niendo 5% de CO2  y 95% de aire. Las célu-
las, una vez infectadas, fueron examinadas
diariamente con un microscopio invertido para
determinar el desarrollo de lesiones en la
monocapa o la replicación del parásito.

Técnicas Inmunoserológicas

Para confirmar la presencia dentro de
las células hospederas o la replicación de los
parásitos se utilizaron dos pruebas
inmunológicas: Inmunoperoxidasa e inmuno-
fluorescencia indirecta utilizando un antisuero
específico anti S. aucheniae producido en
conejos inmunizados con lisados de
macroquistes de S. aucheniae. Así mismo,
los parásitos y su replicación fueron exami-
nados con tinción Giemsa.
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RESULTADOS Y DISCUSIÓN

Los organismos  ingresaron a todas las
células, transformándose, en su mayoría, en
formas elipsoides y ovoides con núcelo
hipercromático, y otros en minoría con nucleos
menos denso y de mayor tamaño con apa-
riencia de mórula y de posición perinuclear.
Las células CNA fueron más sensibles, se-
guidas de las VERO y las BHK.

A la inmunoperoxidasa se observan for-
mas alargadas ovoides de color marrón oscu-
ro, dentro y fuera de las células, que indican
la presencia de los esporozoitos en proceso
de multiplicación, mientras que las células tie-
nen un tenue color amarillento a pardo claro
(Fig. 1). En la prueba de inmunofluorescencia
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 deli-
mita a la membrana citoplasmática (Fig. 2).

A la tinción con Giemsa se observa la
presencia de esporozoitos dentro y fuera de
las células, transformados en formas alarga-
das, elipsoides, teñidas de color basófilo te-
nue y otras más coloreadas sobre un fondo
rosáceo-azulado, característicos del citoplas-

ma celular, y con presencia de detritos celu-
lares amorfos (Fig. 3).

El presente estudio consiguió desarro-
llar cistozoitos de S. aucheniae en cultivo
celular. La viabilidad de los cistozoitos se de-
mostró cuando estos no se colorearon con el
azul de tripán debido a que este colorante es
un coloide de acción intravital, por lo tanto
solo se introduce en el interior de las células
no viables que presentan roturas en la mem-
brana (Worth, 1962).

Como es difícil identificar todos los es-
tadios del parásito en los cultivos de células
a través de un microscopio invertido (100x),
la presencia de los cistozoitos y su multipli-
cación fue confirmada con el uso de las téc-
nicas de inmunoperoxidasa e inmunofluores-
cencia. Estos, al reaccionar con el suero
hiperinmune específico contra el lisado de
macroquistes de S. aucheniae, permite ob-
servar formas ovoides de color marrón os-
curo dentro y fuera del citoplasma.

A partir del tercer día de la primera in-
fección con esporozoitos en células VERO,
se observó una vacuolización de las células,
la misma que al cuarto día llegó llegó al 80%.
En la monocapa de células BHK, se obser-
vó un 20 y 40% de vacuolizacion a partir del

(a)

Figura 1. 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 posición perinuclear (1). Se observa, además, el núcleo de la célula (2), 1000x. (b) Los
cistozoitos en el cultivo con células de riñón de mono africano (VERO) toman la coloracion
marrón (1), mientras que las células VERO se tornan de color amarillo (2).

(b)
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Figura 2. Presencia de cistozoitos de Sarcocystis aucheniae en cultivo primário de cornete nasal de
feto de alpaca (CNA) en la prueba de Inmunofluorescencia, 1000x. (a) Células CNA. Los
cistozoitos se encuentran en posición perinuclear (1). Se observa el núcleo (2). (b) Células
Vero. Presencia de formas elipsoides de crecimiento (1) y la típica forma de banana (2)

Figura 3. Células VERO infectadas con cistozoitos de S. aucheniae (a) y no infectadas (b), teñidas con
tinción Giemsa, 1000x. a) Presencia de cistozoitos (flecha). Esquizonte con núcleo en forma
de mórula que contiene varios nucleolos (estrella), (b) Células con núcleo de gran tamaño
(1) y citoplasma reducido (2).

3er y 4to día, respectivamente. La destrucción
fue de un 20% de la monocapa celular. Es
probable que esta vacuolización se deba a la
presencia de cuerpos residuales, tal como ha
sido frecuentemente reportado (Davis et al.,
1991; Lindsay et al., 1999; Dubey et al.,
2000) en cultivos primarios, así como en lí-
neas celulares establecidas.

CONCLUSIONES

? Los estadios asexuales del Sarcocystis
aucheniae se pueden reproducir in vitro
en células embrionales de cultivo prima-
rio y en células de tejidos y en líneas ce-
lulares establecidas.

(a) (b)
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? Las células de cornete nasal de alpaca
son más sensibles a la infección por
cistozoitos de S. aucheniae que células
establecidas de riñón de mono (VERO)
y de riñón de bovino (BHK).

? Los cistozoitos de S. aucheniae repro-
ducidos en cultivos celulares mantienen
sus características inmunogénicas.
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