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COMUNICACION

DESARROLLO DE UN METODO DE
ELECTROINMUNOTRANSFERENCIA PARA LA DETECCION
DE ANTICUERPOS ANTI Sarcocystis aucheniae EN ALPACAS

Rosa Sam T.', Armando Gonzilez Z.!, Teresa Lépez U.!' y Manuela
Verastegui P2

A western blot assay to detect antibodies against Sarcocystis aucheniae (SA)
from alpacas was developed for in vivo diagnosis of sarcocystiosis in domestic camelids.
The antigen consists of a soluble extract obtained from SA macrocysts (MSA) of naturally
infected alpacas. A SDS-PAGE (15%) electrophoretic analysis revealed fifteen peptides
at 25-127 kDa. Western blot assay of sera from MSA immunized rabbits detected three
peptides at 58-50 KDa, while the sera from SA diagnosed alpacas reacted against four
protein bands. Sera from neonate alpacas and from non-SA infected alpacas did not
display reactivity to the MSA peptides. Specific immune reactivity of the alpaca antibodies
against SA with four MSA peptides by a western blot assay has been documented.
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Sarcocystis aucheniae s un proto-
zoo de ciclo indirecto responsable de la
sarcocistiosis en camélidos sudamericanos.
En el ciclobiol6gico del protozoo intervienen
carnivoros como hospedadores definitivos en
los que se desarrolla la fase sexual del para-
sito y herbivoros como los camélidos, como
hospedadores intermediarios donde evolucio-
na en su fase esquizogdnica en el endotelio y
posteriormente se enquista en la musculatu-
ra cardiaca y esquelética (Leguia y et al.,
1989). Estudios previos indican que protei-
nas de lisados de macroquistes de Sarcocystis
aucheniae (MSA) reaccionan con
inmunoglobulinas G especificas de conejo en
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la prueba indirecta de ELISA (Ramirez y et
al., 1994), anticuerpos de caballos anti
Sarcocystis neurona fueron medidos por un
método de electro-inmunotransferencia blot
(Blythe et al., 1997, Saville, et. al., 1977,
Miller, 1999). Las proteinas constituyentes de
MSA incluyen algunas con propiedades t5xi-
cas, que podrian ser compatibles con las con-
tenidas en la endotoxina denominada
sarcocistina referida por Senaud (1968) las
mismas que ocasionan la muerte de conejos
debido a la produccién de alteraciones
histopatolégicas agudas en diferentes 6rga-
nos vitales (Sam, et al., 1998). La prevalen-
cia elevada de sarcocistiosis en camélidos
domésticos (98-100 %) reportada por Gue-
rrero y et al. (1967) y las pérdidas anuales
por decomisos de carcasas de alpacas y esti-
mada en $ 296,822 (Guerrero y Leguia,
1987), justifica la disponibilidad determinaci6n

Rev Inv Vet Perit



Deteccién de anticuerpos anti S. aucheniae en alpacas

de un método de diagndstico in vivo de esta
enfermedad. El objetivo de la investigacién
fue estandarizar un método de revelado de
la electroinmunotransferencia (EITB) para
la identificaci6én de inmunoglobulinas G anti
Sarcocystis aucheniae (SA) para su apli-
cacién en el diagnéstico de la sarcocistiosis
en alpacas y llamas.

Preparacion del antigeno de Sarcocystis
aucheniae

Para la preparacién del antigeno se
sigui6 el protocolo de Sam y et al. (1998) con
ligeras variantes. Los macroquistes se
colectaron de muisculos estriados de alpacas
infectadas naturalmente y se suspendieron
inmediatamente en solucién salina de fosfatos
(8SF) 0.15 M pH 7.2 suplementada con el
inhibidor de proteasas PMSF (fenilmetil
sulfonil fluoruro 0.25 M). Luego de 30 minutos
los quistes se lavaron 3 veces por decantacién
con SSF, se homogeneizaron y se lisaron por
ultrasonicacién (Fisher-300) con una amplitud
de 60 ciclos (60,000 Hz) durante 9 minutos
en intervalos de 3 minutos. El lisado se
centrifugé a 12,000 x g durante 30 minutos.
El contenido de proteina total del lisado se

determiné mediante el métode de Bradford

(1976).

Obtencién de suero hiperinmune anti-
Sarcosytis aucheniae

_ Las inmunoglobulinas especificas
anti MSA fueron producidas en conejos si-
guiendo la metodologia descrita por Sam
(1988). Dos conejos de tres kilos de peso
vivo fueron inmunizados aplicando por cua-
tro veces a -dintervalos de 15 dias via
intradérmica en 20 puntos, cada vez, dosis
de 0.25 mg de proteina de lisado de MSA/
kilo de peso, inactivado con formol (0.4%) y
emulsificado con adyuvante de Freund in-
completo. Muestras de sangre fueron co-
lectadas antes de la primera inoculacién y
después de la iltima inoculacién para de-
terminar los niveles de anticuerpos contra
MSA.
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Muestras para la prueba de EITB

Para el desarrollo de la prueba de
EITB se utilizaron sueros procedentes de
alpacas positivas a la infeccién confirmada
por necropsia y de alpacas negativas a la in-
feccién confirmada por necropsia y proce-
dentes de zonas libres de sarcocistiosis. Asi-
mismo se utilizaron sueros de alpacas
neonatas carentes de calostro.

Desarrolle de la electroforesis y de la
prueba de EITB

La movilidad electroforética de las
proteinas contenidas en la suspensién de MSA
se determiné en geles de electroforesis de
poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio
(SDS-PAGE) de concentracion al 4% y de
separacién al 15% segiin la técnica descrita
por Laecmmli (1970). El lisado crudo (64 pg/
10 pl) diluido en tampdn de muestra 5X se
aplic6 al gel en una mini-cAmara
electroforética (Mini Protean I1 Cell Bio Rad)
y se electroforizé a 200 voltios durante 36
minutos. El marcador de peso molecular com-
puesto por proteinas de referencia de bajo
peso molecular (14.4 a 200 kDa) se incorpo-
ré en la electroforesis a fin de estimar la
movilidad relativa de las proteinas sujetas al
analisis.

La prueba de EITB se desarroll6 si-
guiendo la metodologia descrita por Tsang
(1983). Los péptidos del lisado de MSA re-
sultantes de la migracién electroforética en
SDS-PAGE fueron transferidos a una mem-
brana de nitrocelulosa (Gene Screen, NEN
Research Products, Boston MA) en una mini-
cdmara de transferencia (Bio Rad) a 100
voltios durante 60 minutos. Posteriormente
la membrana se bloqued con una solucién
tampon de fosfatos (PBS)- Tween 20 (T20)
0.05% y leche descremada (Difco) 5% du-
rante 1 hora a temperatura ambiente (20°C)
y en agitacién constante. Luego se procedi6é
aun primer lavado con PBS-T20 calentado a
55°C, dos lavados con PBS-T20 a tempera-
tura ambiente y dos con PBS.
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La membrana de nitrocelulosa se cor-
t6 en tiras de 4 mm de ancho y estas se incu-
baron durante 3 horas a 37°C con los sueros
diluidos en tampé6n de bloqueo PBS-T20
0.05%-leche descremada 5%. Los sueros de
congjo se diluyeron en tampén de bloqueo
1:200 y 1:500 y los sueros de alpaca 1:25 y
1:50. La reacci6n fue detectada en los sue-
ros de conejo con Ig G anti Ig G de conejo
conjugada con enzima peroxidasa (KPL) y
en los sueros de alpaca con proteina A con-
jugada con peroxidasa (KPL) diluida 1:200
mediante la incubacién durante 1 horaa 37°C.
La reaccién inmunolégica en ambos casos
fue revelada mediante la incubaci6én con una
solucién de diaminobencidina DAB (10 mg/
ml), 40 ml de acetato de amonio pH 5.0y 40
ml de peréxido de hidrégeno durante 10 mi-
nutos a temperatura ambiente. Las tiras se
lavaron con agua destilada para detener la
reaccion.

El contenido de proteina total del lisado
fue de 6.4 mg/ml. Mediante el andlisis
electroforético en geles SDS-PAGE al 15%
se determinaron 15 bandas protéicas de mo-
vilidad electroforética entre 25 a 127 kDa.
El suero de los conejos inmunizados reaccio-
né con varios péptidos del extracto soluble
de MSA. Se observé una fuerte reaccién con
3 bandas de movilidad relativa entre 58 a 50
kDa . Los sueros colectados antes de la ino-
culacién de los conejos no reaccionaron con
ninguna banda del extracto soluble de MSA,
resultados semejantes a lo encontrado por
Mencke, et al. (1991) con policlonales anti
Sarcocystis muris.

Los resultados de la deteccién de
anticuerpos presentes en los sueros de las
alpacas positivas a SA por medio de la pro-
tefna A conjugada con peroxidasa concuer-
dan con los trabajos de deteccién de
anticuerpos mediante la proteina A en alpa-
ca realizados por Lopez y Gonzalez (1992).
Diversos trabajos epidemioldgicos demues-
tran la efectividad de la prueba de EITB para
el diagnéstico de Sarcocystis neurona en
equinos (Granstrom et al., 1993; Blythe et
al., 1997; Saville et al., 1997; Bentz et al,,
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1997; Miller et al., 1999). Los sueros de las
alpacas positivas a SA tuvieron una reaccién
fuerte con bandas comprendidas entre 58 a
50 kDay la ausencia de reaccién de los sue-
ros de los animales neonatos y de alpacas
adultas negativas provenientes de zonas li-
bres con ninguno de los péptidos del extracto
soluble, indica una reaccién inmunolégica es-
pecifica entre los 4 péptidos de MSA y
anticuerpos de alpacas afectadas naturalmen-
te con sarcocistiosis.
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