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TECNICAS DEAISLAMIENTO Y PURIFICACION DE OOQUISTES DE
Sarcocystisaucheniae APARTIR DE INTESTINO DELGADO DE PERROS
EXPERIMENTALMENTE INFECTADOS

TECHNIQUES FOR THE ISOLATION AND PURIFICATION OF SARCOCYSTIS AUCHENIAE
OocysTs FROM SMALL INTESTINE OF EXPERIMENTALLY INFECTED DoGs

Fiorella Zacarias S.!, Rosa Sam T.*4, Daphne Ramos D.?, Orlando Lucas A.2,
Juan Lucas L.?

RESUMEN

Se evallan procedimientos para la rapida y eficiente purificacion de ooquistes y
eporoquistes de Sarcocystis aucheniae (Sa), a partir del intestino delgado de perros
experimentalmente infectados via oral con 400 macroquistes de Sa provenientes de carne
de alpacas naturalmente infectadas. Se recolectd la mucosa del intestino delgado. Las
muestras fueron lavadas por centrifugacion con buffer salino fosfato y homogenizadas y
centrifugadas. Se obtuvo grandes cantidades de ooquistes adheridos a las
microvellosidades intestinales. En el primer procedimiento, los ooquistes recibieron un
tratamiento enzimatico con tripsina al 5% resultando 50% de separacion. En el segundo
fueron tratados con una solucion de hipoclorito de sodio al 2.6% lograndose una sepa-
racién parcial (80%). En el tercero fueron centrifugados con una gradiente de densidad
discontinua de bromuro de potasio obteniéndose una separacion de 99%. Este dltimo
procedimiento permitio la obtencion de ooquistes de Sa en cantidades relevantes, purifi-
cados y sin pérdida de la viabilidad.
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ABSTRACT

Procedures were evaluated for the rapid and efficient purification of oocysts and
esporocysts of Sarcocystis aucheniae (Sa) from the small intestine of experimentally
infected dogs with 400 Sa macrocysts obtained from meat of naturally infected alpacas.
The mucosa of the small intestine was removed. Samples were washed by centrifugation
with PBS, homogenized and centrifuged. Large quantities of oocysts attached to the
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intestinal microvilli were obtained. In the first procedure, an ezimatic treatment with 5%
tripsin was used resulting in 50% oocyst separation. In the second procedure samples
were treated with 2.6% sodium hypoclorite solution achieving 80% separation. In the
third procedure, samples were centrifuged with a discontinuous density gradient of
potassium bromide rendering 99% oocyst separation. The later procedure allowed
obtaining relevant quantities of purified Sa oocysts and without loss of viability.

Key words: oocysts, Sarcocystis, potassium bromide, purification

La sarcocistiosis, también denominada
sarcosporidiosis, es una enfermedad parasi-
taria producida por un protozoo del género
Sarcocystis, Clase Sporozoea y Phylum
Apicomplexa, en el cual se han clasificado
hasta 130 especies (Fayer, 2004). Se tiene
dos especies que afectan a la alpaca: S.
aucheniae (Sa) y S. lamacanis, formando
macroquistes en musculo esquelético y
cardiaco, respectivamente (Leguia, 1991), y
una especie que afecta al guanaco: S.
tilopoidi (Gorman et al., 1984; Beldomenico,
2003).

La prevalencia de estas parasitosis en
camélidos sudamericanos (CSA) puede ser
muy elevada, habiendo reportes de hasta
100% en animales mayores de 2 afios de
edad (Castro, 1974; Mostajo, 1983). Este pro-
tozoo posee un ciclo de transmisién indirecto
digenético que requiere para su desarrollo de
un hospedero definitivo carnivoro (canidos),
en los que ocurre la fase sexual del ciclo.
Los herbivoros (alpaca, llama, guanaco) son
los hospedadores intermediarios donde se
desarrolla la fase asexual del parasito (Fayer,
2004). Los CSA se infectan por el consumo
de ooquistes que dan origen a esquizontes en
el endotelio vascular y a bradizoitos en quis-
tes visibles en la musculatura esquelética y
cardiaca (Leguia, 1991).

La sarcocistiosis repercute negativa-
mente en la eficiencia productiva y ganancia
de peso de los CSA (Chéavez et al., 2008) al
ocasionar dificultad motora, la cual esta
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asociada a la accion de la sarcocistina, toxi-
na hemolitica y hemoaglutinante, que libera
el paréasito y cuyo blanco es el sistema ner-
vioso central (Azumendi, 1995), asi como cua-
dros febriles e inclusive la muerte (Gorman
et al., 1984). Ademas, causa grandes mer-
mas en el valor comercial de las canales por
decomisos en el camal y rechazo de la carne
en los mercados (Concha, 1999).

El consumo de carne con quistes gene-
ra en el hombre una zoonosis toxica con sig-
nos gastroentéricos. Ademas, hay dos espe-
cies de Sarcocystis (S. hominis y S.
suihominis) que tienen como hospedero de-
finitivo al hombre (Piekarski et al., 1978;
Fayer et al., 1979; Moreno, 2003; Fayer,
2004), quien se infecta por consumo de car-
ne parasitada cruda o poco cocida de cerdo
y bovino. Esta zoonosis causa diversas com-
plicaciones en la salud del hombre, y su alta
prevalencia se asocia a estratos socioeco-
némicos bajos y condiciones sanitarias po-
bres (Wilairatana et al., 1996; Clavel et al.,
2001; Nichpanit et al., 2010), como los en-
contrados en las zonas altoandinas del Peru
(Leguia y Casas, 1999).

En este contexto se requiere de estu-
dios adicionales para la busqueda de méto-
dos y herramientas de control que permitan
disminuir las pérdidas de productividad ani-
mal, asi como interrumpir el ciclo biolégico
del parasito. El presente trabajo tuvo como
objetivo desarrollar un procedimiento rapido
y eficaz para la depuracién de ooquistes de
Sa de la mucosa intestinal de perros experi-
mentalmente infectados.
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Animales

El estudio se realiz6 en las instalacio-
nes del Laboratorio de Inmunologia de la Fa-
cultad de Medicina Veterinaria (FMV), Uni-
versidad Nacional Mayor de San Marcos
(UNMSM), Lima. Se utilizaron cinco perros
cruzados machos y hembras, vacunados y
desparasitados, de aproximadamente tres
meses de edad. A los canes se les realiz6 un
analisis coproparasitoldgico previo para des-
cartar posibles infecciones parasitarias.

Infeccién Experimental

Los cachorros fueron infectados via oral
con 400 macroquistes de Sarcocystis
aucheniae obtenidos de muasculos del cuello
de alpacas infectadas naturalmente y que
fueron beneficiadas en el camal de la ciudad
de Huancavelica, Perd. El dia 12 post infec-
cion se determind la eliminacion de ooquistes
en las heces de los cachorros infectados
mediante examenes coproparasitolégicos por
el método de flotacion con solucion salina
saturada. Los cachorros que eliminaron
ooquistes fueron sacrificados siguiendo las
recomendaciones del Comité de Etica y Bien-
estar Animal de la FMV- UNMSM.

Depuracion de los Ooquistes

Se extrajo el intestino delgado, desde el
piloro hasta la porcion final del ileon, y se
eliming el contenido intestinal mediante lava-
dos con agua destilada. La mucosa fue re-
colectada mediante raspado profundo con
ayuda de una lamina porta objeto,
obteniéndose una muestra equivalente a 7 ml
por animal. Las muestras fueros lavadas por
centrifugacion (3000 g por 10 min a 4 °C)
con buffer salino fosfato (PBS) 0.15 M, pH
7.2, estéril, y el sedimento fue almacenado
en solucién de PBS mas antibi6tico (100 U
ml* de penicilina, 100 pg mi* de estreptomi-
cinay 1.25 pg ml de fungizone). Estas mues-
tras fueron sometidas a un homogenizador
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eléctrico a alta velocidad en tres oportunida-
des (dos min cada vez) con intervalos de 20 s.
El producto se centrifug6 a 250 g por 10 min.

El sedimento obtenido por la centrifu-
gacion fue sometido a procedimiento quimi-
co, que se desarroll6 en tres fases. En la pri-
mera se agreg0l tripsina (tratamiento
enzimatico) al 5% (Murphy y Manfield,
1999), manteniéndose en constante agitacion
por 2 h 30 min a 37 °C. Luego se lavé por
centrifugacion con PBS y se determing el
porcentaje de liberacién de ooquistes.

En una segunda fase, el sedimento fue
tratado con hipoclorito de sodio (NaOCL) al
2.6% (Cawthorn et al., 1986) en proporcion
de 2% de mucosa y 15% de NaOCL, mez-
clandose en agitacion constante a tempera-
tura ambiente por 1 h 30 min. Luego se pro-
cedi6 a determinar el porcentaje de libera-
cion de ooquistes de la forma antes descrita.

La purificacion final de la muestra co-
rrespondié a la tercera fase, y se realiz6 con
la técnica de centrifugacion con bromuro de
potasio (KBr) (Elsheikha et al., 2003, 2006),
en una gradiente de densidad discontinua en
tres concentraciones: 5, 15y 25% (w/v). En
un tubo falcén con 4 ml de muestra de
ooquistes, se agregd 7 ml de KBr al 5%, 7 ml
de KBr al 15% y 8 ml de KBr al 25%. Se
centrifugé a 16000 g por 1 ha 4 °C y se
extrajo el halo blanco formado entre las con-
centraciones de 5y 15% de KBr, el cual fue
lavado dos veces con PBS. Se determing el
porcentaje de ooquistes liberados.

En las tres técnicas empleadas para la
purificacion de los ooquistes de S. aucheniae
(tripsina, NaOCL, KBr) se empleo la mues-
tra de mucosa obtenida mediante el raspado
del intestino delgado. La liberacion de célu-
las intestinales de los ooquistes se determind
con ayuda de un hemocitometro. Se observo
la solucidn al microscopio y el porcentaje de
liberacién de ooquistes se determind en base
al nimero de ooquistes liberados dividido en-
tre el total de ooquistes.
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REsuLTADOS

Los ooquistes adheridos a las microve-
llosidades intestinales se muestran en la Fig. 1.
La adhesion de los ooquistes fue extremada-
mente compacta, por lo que previamente se
ensayaron diversas concentraciones, tiempos
y temperaturas de incubacion con tripsina,
determinandose la concentracion del 5% por
2h 30 mina 37 °C como las condiciones apro-
piadas. Con la técnica de aislamiento
enzimatico usando tripsina al 5% se obtuvo
el 50% del desprendimiento de los ooquistes
de las microvellosidades (Fig. 2).

Con el tratamiento con hipoclorito de
sodio al 2.6% se mejoro el aislamiento en un

80% pues se logro desintegrar restos de resi-
duos organicos de las microvellosidades in-
testinales. De esta forma los ooquistes se
hallaron intactos y libres pero atn se hallaron
restos celulares (Fig. 3). Con la técnica de
purificacion con centrifugacion con solucion
de gradiente de densidad discontinua de KBr
se logré un 99% de ooquistes libres de parti-
culas extranas (Fig. 4). Estos ooquistes se
encontraron congregados en un halo blanque-
cino observado en la interfase entre las solu-
ciones de KBr al 5y 15% (Fig. 5). Se aisla-
ron 10x10° ooquistes, los cuales median 18.8 x
15.4 um, con esporoquistes de 15.4 x 1.9 pum.
Los ooquistes se recuperaron intactos pues
se observaron los dos esporoquistes unidos
por la membrana del ooquiste (Fig. 6).

Figura 1. Ooquistes de Sarcocystis aucheniae adheridos a las microvellocidades de las células
del intestino delgado de perros experimentalmente infectados (100X)
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Figura2. Desprendimiento parcial de los ooquistes de Sarcocystis aucheniae de las
microvellosidades intestinales usando tripsina al 5%. lzquierda: 100X; derecha: 400X

Figura 3. Desprendimiento de ooquistes de Sarcocystis aucheniae de las microvellosidades in-
testinales usando hipoclorito de sodio al 2.6% (NaOCI). Izquierda: 100X; derecha:
400X

Figura 4. Purificacion de ooquistes de Sarcocystis aucheniae mediante la técnica del bromuro
de potasio (KBr), en una gradiente de densidad discontinua en tres concentraciones: 5,
15y 25% (w/v) (400X)

400 Rev Inv Vet Per(12013; 24(3): 396-403



Aislamiento y purificacion de ooquistes de Sarcocystis spp

Figura5. La purificacion final de ooquistes de Sarcocystis aucheniae obtenida mediante
centrifugacion con la gradiente de densidad discontinua de bromuro de potasio (KBr)
se observa en el halo blanquecino (flecha blanca) entre las concentraciones de KBr

de 5y 15%

Figura6. Ooquistes de Sarcocystis aucheniae recuperados intactos. Se puede observar dos
esporoquistes (flechas blancas) unidos por la membrana del ooquiste (Flechas ne-

gras) (400X)

Discusion

El intestino delgado de los perros infec-
tados con Sa contiene poblaciones de
ooquistes y esporoquistes del parasito en sus
diferentes estadios, los cuales podrian utili-
zarse para obtener grandes cantidades de
ooquistes purificados. Sin embargo, el care-
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cer de un método practico y confiable para
separar las células parasitadas de las no
parasitadas de la pared intestinal se dificulta
la obtencion de material purificado.

El presente trabajo establece un proto-
colo con el cual superar esta limitante. El uso
de la técnica de centrifugacion con KBr en
una gradiente de densidad discontinua ya ha-
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bia sido ensayado con otras especies de
Sarcocistys. Elsheikha et al. (2003) descri-
bieron un procedimiento similar al realizado
en el presente estudio, consiguiendo purificar
esporoquistes en grandes cantidades y via-
bles de S. neurona de zarigieyas (Virginia-
na didelfo). La purificacion mediante una
gradiente de densidad discontinua de BrK en
tres concentraciones (5, 15 y 25%) aprove-
cha la diferencia de densidad de los diferen-
tes componentes celulares y morfologia de
los ooquistes. Los elementos mas pequefios
conseguiran atravesar mas rapidamente las
diferentes capas de los gradientes hasta si-
tuarse en el fondo, mientras que los de ma-
yor tamafio y peso quedan en capas superio-
res del gradiente.

El desprendimiento de los ooquistes de
las microvellosidades del intestino delgado de
los perros experimentalmente infectados se
consiguio con el uso de tripsina al 5% por
2h 30 mina 37 °C. Murphy y Mansfield (1999)
obtuvieron un aislamiento inicial de ooquistes
de S. neurona a partir de zarigueyas utilizando
tripsina al 2% en PBS y 5% de taurocolato de
sodio e incubadas a 37 °C con 5% de CO,,.
Estas condiciones ya habian sido descritas
en aislamientos de ooquistes de S.
capracanis, S. cruzy y S. Tenella (Cawthorn
et al., 1986).

En el presente estudio, gran parte de los
ooquistes continuaron adheridos a las
microvellocidades de las células del intestino
delgado pese al uso de la tripsina al 5%, por
lo que se utilizé hipoclorito de sodio al 2.6%
incubado a temperatura ambiente por 90 min,
similar al procedimiento realizado por
Cawthorn et al. (1986). Esto facilité la sepa-
racion de ooquistes y esporoquistes de las
células intestinales y restos fecales, consi-
guiéndose asi un importante desprendimiento
y aislamiento parcial de los ooquistes de Sa,
pero no se elimind el total de vestigios celula-
res. El uso de la técnica de centrifugacion
con KBr en una gradiente de densidad
discontinua consigui6 purificar el 99% de los
ooquistes de Sa, tasa alta de recuperacion y
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en fracciones mucho mas limpias, lo que con-
cuerda con lo observado por Elsheikha et al.
(2003), y que posteriormente se confirmaria
cuando se us6 como técnica para obtencion
de ooquistes y esporoquistes de S. neurona
para evaluar su diversidad genética
(Elsheikha et al., 2006).

Este método de purificacion proporcio-
na la base para futuros experimentos a desa-
rrollarse, como el aislamiento de ooquistes
individuales o esporoquistes, asi como la pos-
terior desenquistacion de los mismos. La li-
beracion de los esporozoitos serviria para
estudios antigénicos que determinarian los
epitopos promotores de anticuerpos.

CONCLUSIONES

La técnica de centrifugacion mediante
una gradiente de densidad discontinua de
bromuro de potasio permite la obtencién de
ooquistes de Sarcocystis aucheniae con un
99% de pureza, a partir de mucosa intestinal
de perros experimentalmente infectados.
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