CATEDRA DE PARASITOLOGIA Y ENFERMEDADES PARASITARIAS
(Prof. Dr. D. MIGUEL CORDERO DEL CAMPILLO)

DIAGNOSTICO DE LA SARCOSPORIDIOSIS OVINA CON LA
INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA

Por P. Diez Baros,
M. Cordero del Campillo y
F. A. Rojo Vdzquez

INTRODUCCION

Comprobada la elevada frecuencia de la parasitacién por sarcosporidios,
de modo especial en ovejas, cerdos y vacas, asi como el caricter zoonésico de
alguna de las especies de sarcosporidios, se plantea la conveniencia de poseer
medios de diagnéstico adecuados, en particular aquellos a realizar en vida,
representados, sobre todo, por pruebas serolégicas.

El punto de partida de estos estudios, es la evidencia de que, en animales
experimentales, inoculados con repetidas dosis de contenido quistico, se pro-
ducen respuestas anticuerpo, detectables por pruebas serolégicas?, 3, 4, 7, 8,
10,20, 2125 En este sentido, hay que afiadir la ventaja que supone el estudio y
perfeccionamiento de las técnicas serolégicas utilizadas en la deteccién de
anticuerpos debidos a toxoplasmas, algunas de las cuales son de aplicacién
similar en los sarcosporidios. Entre éstas ocupa lugar destacado la inmunofluo-
rescencia indirecta (IFI).

Ante las ventajas que distintos autores®, 8, °, 13, 26 sefialan para IFI,
frente a otras técnicas serolégicas, se ha venido estudiando como método
capaz de evidenciar anticuerpos debidos a infecciones por sarcosporidios, si
bien, no estin resueltos por completo detalles como la obtencién de antigenos
que eviten la aparicién de fluorescencias inespecificas, ni la relacién existente
entre los titulos y el grado de infeccién3, 7, 12, 14, 18 23 27 29 30,

Teniendo presente esta problemitica, llevamos a cabo un estudio sobre el
empleo de la IFT en la deteccién de respuestas anticuerpo frente a la sarcospo-
ridiosis, en sueros ovinos, contrastando estos resultados con los de la demos-
tracién directa de la parasitacién muscular, en esos mismos animales.
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MATERIAL Y METODOS

El material utilizado en nuestro trabajo consistié en 366 sueros ovinos, a
los que agrupamos, segin su edad, como se expresa en el Cuadro 1. No se
consideré ningtin tipo de antecedentes clinicos, a excepcién del grado de
parasitacién por macro o microquistes de sarcosporidios.

CUADRO 1

Divisién de los ovinos muestreados de acuerdo con su edad.

Edad N.° muestras
Grupo I (mayores de dos afios) 114
Grupo II (entre uno y dos anos) 43
Grupo III (entre seis meses y un aifio) 62
Grupo IV (entre tres y seis meses) 37
Grupo V (menores de tres meses) 110

El antigeno los obtuvimos siguiendo, en parte, la pauta marcada por
AMBROISE-THOMAS?, para la obtencién del antigeno en el caso de toxoplasmas vy,
por otro lado, la técnica de BORDJOCHKI y col.8, ®, 10, 1 aplicada al caso
concreto de los sarcosporidios.

Los puntos fundamentales en la obtencién de este antigeno fueron:

a) Aislamiento cuidadoso de macroquistes de eséfagos ovinos y repetidos
lavados en solucién salina fisiol6gica.

b) Destruccién mecanica de los quistes y suspension, de los zoitos libe-
rados, en solucién tampon (pH = 7,3); varios lavados seguidos de centrifu-
gado, llevando el material resultante a una concentracién aproximada de 3.000
zoitos por ml.

c) Depésito de una gota de esta solucién, en los espacios delimitados en
portaobjetos, de modo que se observaran entre 10 y 15 zoitos por campo
microscopico.

d) Previo secado se conservé en congelador a —30°C.

Dado que la lectura de resultados se ve directamente influida por el modo
de obtencién del antigeno, no realizamos la técnica modificada por BORDJOCHKI
y col.”, basada en la liofilizaciéon de este material antigénico, porque, aunque
los zoitos conservan sus propiedades antigénicas, la destruccién de un nimero
muy considerable de los mismos, lleva consigo una apreciable cantidad de
detritus, de dificil eliminacién y, con ello, la lectura imprecisa de estas
reacciones. Por otra parte, contdbamos con cantidad suficiente de material
antigénico, que podiamos obtener en idénticas condiciones y que conservaba-
mos en congelador, por espacio nunca superior al mes.

Como conjugado empleamos el preparado comercial del Instituto Pasteur
«serum fluorescent de lapin antiglobulines Ig de mouton». Después de consul-
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tados diversos trabajos5, 7, 8, 9, 10 11 y  asimismo, tras varios ensayos,
realizados con sueros positivos y negativos, para titular el conjugado, la dilu-
cién que ofrecié resultados 6ptimos fue 1/20.

La realizacién préctica de la técnica de IFI fue paralela a la que se viene
desarrollando para Toxoplasmal, 8, aunque no siempre empleamos el contraco-
lorante azul de Evans, que propugnan algunos autores, puesto que considera-
mos que podia enmascarar alguna reaccién débilmente positiva, mientras que,
para un observador habituado, su empleo no parece representar una ventaja
sustancial.

La lectura de resultados se realizé con el microscopio de fluorescencia
LErTz-WETZLAR ORTHOLUX, provisto del siguiente material 6ptico: Condensador
de fondo oscuro, apertura numérica 0,80, para objetivo a seco. Objetivo
apocromatico de 40/0,95 y oculares periplan 10 X, de campo visual normal.
Filtros excitadores BG-38, BG-12 y difusor. Filtro bloqueador K-530.

En esta lectura se consideraron reacciones positivas cuando se comprobé
fluorescencia alrededor de toda la membrana del zoito y, en especial, en la
zona del niicleo, pudiendo extenderse a todo el zoito en las fuertemente
positivas. Por el contrario, se consideré negativa cuando no existié tal fluores-
cencia o si solamente era patente en la zona del conoide. A cada suero se le
dio el titulo correspondiente a la dilucién limite a la que se comprobé fluores-
cencia.

En cuanto al titulo significativo, hay autores que lo consideran, incluso, a

1/20%, &,
RESULTADOS Y DISCUSION

En el Cuadro 2, indicamos los resultados del empleo de esta técnica en los
sueros correspondientes. El nimero de sueros positivos se expresa exclusiva-
mente en funcién de los titulos limite, sin incluir las positividades del mismo
suero a titulos menores.

CUADRO 2
Positividad para IFI en los 366 sueros ovinos estudiados.

Porcentaje

Dilucién Sueros positivos (sobre los 366 sueros)
1/20 35 9,56 %
1/40 73 19,94 %
1/80 65 17,75 %
1/160 47 12,84 %
1/320 17 . 4,64 %
>1/500 18 4,90 %
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En el Cuadro 3, sefialamos la relacién existente entre los resultados de la
IFI y la parasitacién muscular por sarcosporidios. Destaca el hecho de que la
concordancia, positivos para IFI con quistes y, negativos sin ellos, no es
completa, existiendo una ligera discordancia, incluso a titulos iguales o supe-
riores a 1/500.

CUADRO 3
Relacién entre IFI y la parasitacién muscular.
CONCORDANTES DISCORDANTES
Dilu- IFI ]FI. IFI IF I.
- positiva negativa TOTAL positiva negativa TOTAL
ciones
Con macro- Con micro- Sin Sin Con macro- Con micro-
quistes quistes quistes % quistes quistes quistes %
< 1/20 = 2 97 87,38 = 5 9 12,62
1/20 d 21 - 80,00 Z - 5 20,00
1/40 18 44 = 84,93 11 = 15,07
1/80 21 42 = 96,92 2 = ~ 3,08
1/160 22 24 5 97,87 1 = — 2,13
1/320 8 9 = 100 0 = - 0
> 1/500 0 17 - 94,45 1 - - 5,55

De este cuadro se desprende que titulos de IFI iguales o superiores a 1/40,
cuentan con muchas posibilidades de pertenecer a animales parasitados por
sarcosporidios. Por otra parte, la discordancia, a partir de 1/40, se centra en
los que no poseen quistes a nivel del misculo esofigico. En estos casos, la
falta de coincidencia pudo deberse a que los quistes pasaran inadvertidos, bien
por ser muy pequefios y hallarse, en escaso ntimero, bien porque su localiza-
cién fuera exclusiva en misculos no examinados.

Los discordantes, que son negativos para IFI, pero que se hallaron parasi-
tados, fueron 14, la mayor parte de los cuales cuentan con microquistes. Por
tanto, podemos afirmar que, cuando los sueros estudiados sean negativos para
IFI, no se puede excluir, por completo, la posible presencia en esos ovinos de
microquistes, aunque esa posibilidad no se cifre en un porcentaje elevado,
puesto que, considerando los resultados globales, supone tan sélo el 3,8 %.

En los Cuadros 4 y 5 exponemos los resultados de la IFI, detallando
animales mayores y menores de un afio. Se deduce de ellos que los casos
discordantes, positivos para IFI y sin quistes, son mis abundantes en los
menores de un afio, y generalmente con titulos inferiores a 1/40. La interpre-
tacion de estos resultados discordantes, quiza resida en la posibilidad de que
la respuesta al estimulo antigénico, provocada por la infeccién por sarcospori-
dios, se manifieste sin que necesariamente se patentice la parasitacién en ese
momento.
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CUADRO 4
Resultados de IFI en sueros de ovinos mayores de 1 afio y su relacién con la parasita-
cién por Sarcocystis spp.

Dilucién N.° de animales Parasitados por: Sin parasitar
positivos Macroquistes Microquistes

< 1/20 10 5 4 1
1/20 12 7 4 1
1/40 38 18 19 1
1/80 42 21 21 0
1/160 37 22 14 1
1/320 16 8 8 0

> 1/500 2 0 2 0

CUADRO 5

Resultados de IFI en sueros de ovinos menores de un afio y su relacién con la
parasitacién por Sarcocystis spp.

Dilucién N.° de animales Parasitados por: Sin parasitar
positivos Macroquistes Microquistes

< 1/20 101 0 5 96
1/20 23 0 17 6
1/40 35 0 25 10
1/80 23 0 21 2
1/160 10 0 10 0
1/320 1 0 1 0

> 1/500 16 0 15 1

En cambio, es en los mayores de un afio y, de manera especial en los que
s6lo poseen microquistes, donde hay mayor discordancia en relacién a los
negativos para IFI. Aunque ese porcentaje no sea muy elevado no hay una
interpretacién clara de lo que sucede. Puede ser el resultado de un estimulo
antigénico insuficiente, en los que sélo poseen microquistes, o un estimulo
antiguo, en el caso de los parasitados por macroquistes con cierta antigiiedad.
A este respecto BORDJOCHKI y col.8, encuentran reacciones dudosas que atribu-
yen al comienzo de la respuesta anticuerpo y, en contraposicién a ello, los
cobayos tardaban relativamente pocos dias en manifestar la respuesta anti-
cuerpo detectable por IFI. Sin embargo, en este caso se trata de inoculaciones
repetidas con material antigénico, mientras que la infeccién natural de los
ovinos parece revestir un cardcter mis esporddico y menos intenso y, en
consecuencia, la aparicién de este tipo de respuesta debe ser mds tardia.

Por otra parte, a pesar de que las propiedades antigénicas de los sarcos-
poridios no son conocidas con exactitud, se supone que, en los animales con
macroquistes, el estimulo antigénico se realiz6 tiempo atrds y que el nivel de
respuestas ha podido descender, de forma. especial cuando no ha habido
reinfecciones.
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Destaca, ademds, la existencia de macro y microquistes, en los ovinos
mayores de un afio, tanto a titulos altos como mas bajos, lo que corrobora
nuestra idea de que no hay una dependencia muy estrecha entre el titulo y la
parasitacion por uno u otro tipo de quistes. En todo caso, cabe sefialar que, en
los ovinos menores de un afio no se evidencié parasitacién por macroquistes,
muy posiblemente debido a su corta edad.

Nuestros resultados y su coincidencia con la parasitacién muscular, no
estdn totalmente de acuerdo con los obtenidos por otros autores’®, que han
estudiado estos aspectos en el cerdo, hallando porcentajes de positividad
similares, entre IFI y la parasitacién, cuando los titulos eran 1/20 mientras que
esa coincidencia desciende a 81,5 %, a 1/200, bajando mdis por encima de
1/1.000. Algo similar sucedié en los estudios sobre ganado vacuno.

Coincidimos con TADROS y col.3', en que los sueros de animales de poca
edad, no son positivos por no haber tenido la oportunidad de ser estimulados
convenientemente. En cambio, los sueros de animales adultos arrojaron por-
centajes altos de reacciones positivas. Mds concretamente, cuando considera-
mos sueros de ovinos, positivos para IFI y con quistes musculares, relacionan-
dolo con su edad, observamos que en el grupo I hubo un nimero elevado de
positivos; los grupos II y III, fueron similares en sus reacciones positivas, e
inferiores a las del grupo I, mientras que en el grupo IV la positividad
experimenté un descenso muy pronunciado y, finalmente, en el grupo V, fue
pricticamente nula.

En este sentido, aunque en el caso de la toxoplasmosis'?, 26, parece
deducirse que pueden pasar anticuerpos de la madre al feto, si bien se ha
observado que sélo en casos aislados22, en la sarcosporidiosis se ha demos-
trado la falta de anticuerpos en fetos y animales recién nacidos, cuyas madres
estaban parasitadas, generalmente con mucha intensidad?®, 3.

Por otra parte, hay que sefialar que, tomando en cuenta la intensidad de
la positividad para IFI y su relacién con la cantidad de zoitos gramo de
miisculo digerido, se cumple generalmente que, dentro del grupo de positivos
que presentan sélo microquistes, hay un predominio de los que poseen titulos
altos y, a la vez, mayor niimero de zoitos por gramo. Concretamente, se
observa que los positivos a 1/20 tienen menos de 100 mil zoitos/g; entre los
positivos a 1/40 y 1/80, predominan los que poseen entre 100 y 500 mil zoitos/g
y, por tltimo, los positivos con titulos superiores a 1/80 tienen mds de 500 mil
zoitos/g. Otros autores' también comprueban una relacién entre la intensidad
de la fluorescencia y el grado de infeccién.

En definitiva, los resultados obtenidos mediante IFI nos permitirdn co-
mentar la intensidad de la infeccién por sarcospordios, aunque no podamos
concretar, por el momento, el estado de la misma, puesto que no conocemos
exactamente la cinética de la respuesta en anticuerpos, ni podemos afirmar,
de modo totalmente seguro, que sea factible establecer una relacién entre los
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titulos detectados por IFI y el grado de parasitacién muscular. Sin embargo, si
se comprueba una respuesta inmunitaria en la mayor parte de los animales
estudiados que, a la vez, estaban parasitados. Este grado de eficacia global fue
del 90 %.

Quizd una sola muestra sérica no proporcione toda la informacién deseada
sobre el estado de la infeccién, pero varias lecturas, en diferentes momentos
de la vida del animal, podrian proporcionar informacién més detallada.

Conocida la elevada especificidad que se atribuye a la IFI, en el caso de
toxoplasmosis, podriamos suponer que en la sarcosporidiosis se mantuviera y
que no existiesen reacciones cruzadas con otros protozoos muy afines. Noso-
tros hemos realizado IFI, frente a zoitos de Sarcocystis tenella, en 20 sueros
ovinos, en los que previamente se habian observado titulos positivos para
toxoplasmas, superiores a 1/1.000 y 1/2.000, y en ningtin caso obtuvimos titulos
superiores a 1/40. Esto contribuye a demostrar, cuando menos, la falta de
relacién entre los respectivos titulos de toxoplasmas y sarcosporidios, e in-
cluso, las limitadas posibilidades de que existan reacciones cruzadas a dilucio-
nes superiores a 1/40. Coinciden estos resultados con experiencias méas am-
plias3, 12, 14/ 15 27 28 30 en Jas que se ha confirmado la ausencia de
reacciones 'truzadas entre sarcosporidios y toxoplasmas. Por su parte, PEREIRA
y col.?4, en sueros de cerdos, observan inmunidad cruzada entre S. tenella, S.
murissy T. gondii (especialmente a 1/20), siendo mas pronunciada entre las
Sarcocystis spp. entre si, que con Toxoplasma. En cambio, en ganado caprino,
se ha mencionado IFI como una técnica muy sensible’®. A este respecto, otros
trabajos?® demuestran que Sarcocystis y Frenkelia son practicamente indife-
renciables por medio de IFI, mientras que las infecciones por Toxoplasma y
Besnoitia sp. no interfieren el diagnéstico con Sarcocystis, aunque entre Bes-
noitia y Sarcocystis pueden existir respuestas comunes a titulos bajos.

RESUMEN

Se investigaron, por medio de IFI, 366 sueros ovinos, de animales con
distintas edades y grados de parasitacién por sarcosporidios, frente a antigeno
que se elaboré a partir de macroquistes de sarcosporidios ovinos. Esta prueba
serolégica proporcioné un grado de eficacia elevado en la demostracién de la
parasitacion, sobre todo a partir del titulo 1/40, que representé el 94,8 %.

Se discuten los casos en los que no existié concordancia, entre los titulos
de IFI y la parasitacién, y se exponen las posibles interpretaciones a este
hecho.

SUMMARY

366 ovine sera, from animals of several ages and level of infection by
sarcosporidia, were studied by means of the indirect fluorescence antibody
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technique (IFAT). The antigen used was prepared from zoites isolated from

macrocysts of ovine esophagus. This serological test gave a high accuracy
(94.8 %) especially with titles higher than 1/40.

Cases without correlation between titles of IFAT and parasitism are

discussed and their posible explanations shown.
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