Simposio

Primera comprobacion de Sarcocystis spp. en Didelphis albiventris

(“comadreja mora’’) en Uruguay. (*)

Noya, F.!4; Delucchi, L.?; Castro Janer, E.!

RESUMEN

La “comadreja mora” (Didelphis albiventris) es el huésped
definitivo, para América del Sur, de Sarcocystis neurona, agen-
te etiolégico de la mieloencefalitis equina por protozoarios.
Esta enfermedad ha sido diagnosticada en varios paises de la
regién, sospechandose su presencia en el Uruguay, araiz de la
ocurrencia de varios cuadros neurolégicos en equinos, desde el
afio 2002 a la fecha. El objetivo del presente trabajo es deter-
minar la presencia de esporocistos de Sarcocystis spp. en la
«comadreja mora», en la zona de influencia de los brotes. Se
realizan necropsias parasitarias a 3 comadrejas recogidas muer-
tas, en abril y junio de 2005. En el intestino delgado se realizan
raspajes de mucosa, que luego se homogenizan en una licuado-
racon 100 ml de agua destilada. Se examina el homogeneizado
en el microscopio 6ptico (400X). En 1 de las 3 comadrejas, se
observan algunos ooquistes conteniendo 2 esporocistos y abun-
dante cantidad de esporocistos libres que se miden con un
micrémetro ocular. La media para el didmetro mayor es de
14,67y 1,35 (10,52-15,78) y para el didmetro menor de
9,88u £0,97u (7,89-12,621). Se concluye que estas estructu-
ras corresponden a esporocistos de Sarcocystis spp., siendo
ésta su primera comprobacién en Didelphis albiventris en Uru-
guay. Para determinar la especie actuante, se sugiere su aisla-
miento e identificacién, a través de técnicas moleculares.
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SUMMARY

The «comadreja mora» (Didelphis albiventris) is the definitive
host, for South America, of Sarcocystis neurona, causative agent
of the equine protozoal myeloencephalitis. This disease has
been diagnosed in several countries of the region, suspecting
its presence in Uruguay, due to the occurrence of several neu-
rological episodes in horses, from the 2002 to the date . The
objective of the present study is to determine the presence of
Sarcocystis spp. sporocysts in the «comadreja mora». A para-
sitary necropsys is practiced to 3 picked dead opossums, in
April and June 2005. Mucose scrapings are practiced in the
small intestine, which are, afterwards, homogenized in a blen-
der with 100 ml of distillated water. The homogenate is exami-
ned under the optical microscope (400X). In one of the three
opossum some oocysts are observed containing 2 sporocysts,
and a large number of free sporocysts, which are measured
with an ocular micrometer. The mean for the greater diameter is
14,67u +1,35u (10,52-15,78), and for the minor diameter is
9,88u +0,97u (7,89-12,62u). Is concluded that these structu-
res belong to Sarcocystis spp. sporocysts, being this, its first
verification in Didelphis albiventris in Uruguay. To determine
the acting specie, is suggested its isolation and identification,
through molecular techniques.

Key words: Sarcocystis, “comadreja mora” (Didelphis
albiventris), equine protozoal myeloencephalitis.

INTRODUCCION

Las comadrejas, Didelphis virginiana
para América del Norte y Didelphis al-
biventris (“comadreja mora”) para Amé-
rica del Sur, son huéspedes definitivos
de mis de una especie de Sarcocystis,
incluyendo Sarcocystis neurona (2).

La “comadreja mora” ha sido identifica-
da como huesped definitivo de Sarco-

cystis speeri (5) y de Sarcocystis falca-
tula (7). Ambas especies fueron aisla-
das, en ratones y en aves respectivamen-
te, a partir de esporocistos provenientes
de comadrejas en Argentina (5, 7). Pos-
teriormente, también fue reconocida
como huesped definitivo de Sarcocystis
neurona, luego de su aislamiento en ra-
tones, a partir de esporocistos obteni-
dos de comadrejas en Brasil (3). Cabe

destacar que Didelphis albiventris se dis-
tribuye por todo el territorio uruguayo,
siendo considerada como una especie «no
amenazada» (14) y que puede despla-
zarse de un pais a otro, pudiendo dise-
minar diferentes agentes parasitarios.

El ciclo biolégico de Sarcocystis neuro-
na es indirecto, siendo sus huéspedes
intermediarios naturales diversos herbi-
voros, que se infectan al ingerir alimen-
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tos contaminados con esporocistos. Es-
tos esporocistos son eliminados en la
materia fecal de la comadreja (transmi-
sion feco-oral). El ciclo se cierra cuando
la comadreja ingiere a un huésped inter-
mediario con sarcocistes. El equino par-
ticipa como huesped aberrante, ya que
s6lo se encuentran en €l esquizontes y
merozoitos, no sarcocistes. Adquiere la
enfermedad cuando, accidentalmente, in-
giere alimento o agua contaminada con
esporocistos (18).

La mieloencefalitis equina por protozo-
os (MEP), es una enfermedad neurolégi-
ca importante que afecta a equinos de
toda América cuyo agente etinlégico es,
entre otros, Sarcocystis neurona (16, 12).
Tanto las células nerviosas como las cé-
lulas inflamatorias del sistema nervioso
central (§.N.C.) pueden ser parasitadas
(2). El pronéstico depende del grado de
infestacién y duracién del compromiso
del S.N.C. pero un diagndstico tempra-
no y un pronto tratamiento aumentan las
chances de una resolucién clirica favora-
ble, si bien pueden ocurrir recaidas (15).

Existen relatos de casos de MEP en equi-
nos de Estados Unidos, Panam4, Cana-
dé, Venezuela, Argentina, México y Bra-
sil (18, 19). En paises de la regién como
Brasil y Argentina existe una alta preva-
lencia de anticuerpos contra S. neurona
en los caballos, lo cual indica la exposi-
ci6én de los mismos al agente etiolégico
de MEP y que por lo tanto existe una
alta contaminacién con S. reurona en
estos paises. En Argentina fueron de-
tectados anticuerpos contra S. neurona
enun 35,5% de 76 caballos (9) y en Bra-
silenun 36% de 101 caballos (10). Enel
Uruguay se sospecha su presencia a raiz
de la ocurrencia de tres casos clinicos
con sintomatologia nerviosa ocurridos
durante el 2002 y 2003, en equinos ma-
yores de 5 afios, dos Pura Sangre de Ca-
rrera y uno cruza, en los departamentos
de San José (Rinc6n del Pino), Montevi-
deo (Camino Cambay y Camino Carras-

Figura 1. Ooquiste de Sarcocystis spp. conteniendo 2 esporocistos.
La flecha indica la pared del ooquiste.

* Perdomo E. (2004), comunicacién personal.

co) y Canelones (proximidad de San Ja-
cinto)*. A pesar de que no existian tra-
bajos indicando su presencia en el.pafs,
la MEP fue incluida en el diagndstico
diferencial (a fines del 2004 y princi-
pios del 2005) en equinos con sintoma-
tologia nerviosa en la Facultad de Vete-
rinaria (Montevideo). Estos equinos
posteriormente murieron, no pudiéndo-
se llegar al diagnéstico etiolégico.

Si bien se sospecha la presencia de la
enfermedad, ain no se han realizado es-
tudios que confirmen su diagnéstico en
los equinos del pafs, asi como tampoco,
estudios que determinen la presencia del
parésito en el huesped definitivo, la “co-
madreja mora”. Por dicha razén, el obje-
tivo del presente trabajo es investigar la
presencia de Sarcocystis spp. en Di-
delphis albiventris en la zona de influen-
cia de los brotes.

MATERIALES Y METODOS

La estrategia de investigaci6n fue estu-
diar las comadrejas que se encontraran
en la zona de influencia de los brotes
antes mencionados. Se estudiaron 3 “co-
madrejas moras” recogidas muertas en
abril y junio de 2005, en el limite norte
entre los departamentos de Montevideo
y Canelones. Cada comadreja fue remi-
tida entera en una bolsa cerrada y refri-
gerada al Laboratorio de Parasitologia de
Facultad de Veterinaria (Montevideo),
donde se identificaron y se mantuvieron
a 4°C hasta la realizacién de la necrop-
sia parasitaria. Como se describe en la
técnica de Dubey et al. (4), los esporo-
cistos resisten y son almacenados a esta

temperatura de 4° C, para posteriores
estudios. Es una técnica sencilla, rdpida
y confiable, que no requiere materiales
especiales.

Cada uno de los compartimentos digesti-
vos fue ligado con doble ligadura, sepa-
rado de los otros por incisién y extraido
intacto. Luego se procedié a vaciar el con-
tenido en recipientes individuales. En el
intestino delgado, ademis, se realizé un
raspaje de mucosa. Los raspajes intesti-
nales fueron homogeneizados en una li-
cuadora doméstica con 100 ml de agua
destilada, durante 60 segundos, de acuer-
do alatécnica de Dubey et al. (4). Poste-
riormente, se examinaron unas gotas del
homogeneizado en el microscopio éptico
(400X) para identificar esporocistos. Se
utilizé un micrémetro ocular para la ob-
tencién de las medidas.

RESULTADOS

Sélo en el raspaje intestinal de 1 de las 3
comadrejas, se observaron algunos
ooquistes de Sarcocystis spp. contenien-
do 2 esporocistos (Figura 1) y abundan-
te cantidad de esporocistos (Figura 2), al-
gunos conteniendo 4 esporozoitos. Los es-
porocistos tenfan en su interior un residuo
de forma variable que, en algunos de ellos,
se presentaba como grinulos dispersos y
en otros como grandes glébulos. La pobla-
cién de esporocistos estudiada (n=200)
present6 una amplitud para el didmetro
mayor de 10,52-15,78u, con una media
de 14,67u y un desvio estdndar de *
1,35p. Para el didametro menor la ampli-
tud fue de 7,89-12,62p, la media de 9,88u
y el desvio estandar de + 0,97p.
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DISCUSION

El nimero de especies de Sarcocystis
presentes en las comadrejas, es desco-
nocido (6). Tanto las comadrejas de Amé-
rica del Norte (Didelphis virginiana),
como las de América del Sur (Didelphis
albiventris), actiian como huéspedes de-
finitivos para tres especies identificadas
de Sarcocystis (S. neurona, S. falcatula
y S. speeri) y para otras especies toda-
via no identificadas (2).

Para la diferenciacién entre especies de
Sarcocystis se cuenta con bioensayos y
técnicas moleculares. Dubey et al. (11)
aislaron una especie de Sarcocystis distin-
tade S. falcatula y S. neurona en ratones
inmunodeficientes, mediante la ingestién
de esporocistos provenientes de comadre-
jas (D. virginiana). Posteriormente Dubey
y Lindsay (8) nombraron a esta tercer es-
pecie de Sarcocystis como S. speeri. La
base para la diferenciacién de estas tres
especies de Sarcocystis es su infectividad
en aves Yy ratones inmunodeficientes, la tin-
cién histoquimica con anticuerpos anti- S.
neurona y la ultraestructura de los mero-
zoitos (11). Por otro lado, Tanhauser et al.
(20) desarrollaron marcadores moleculares
para diferenciar S. neurona de S. falcatula.
En dicho trabajo, de 9 inéculos de intesti-
no, provenientes de comadrejas (D. virgi-
niana), S se identificaron como S. neuro-
na, 2 como S. falcatula y 2 resultaron ser
organismos no identificados, distintos de
S. neurona y S. falcatula.

Chead]e etal. (1), usando los anélisis con
enzimas de restriccién desarrollados por
Tanhauser et al. (20), determinaron las

Figura 2. Esporocisto de Sarcocystis spp. conteniendo un residuo

especies de Sarcocystis presentes en co-
madrejas (D. virginiana) infectadas na-
turalmente. Con el objetivo de hacer un
diagndstico de las distintas especies de
Sarcocystis por morfometria, midieron
20 esporocistos de cada aislamiento de
las 3 especies caracterizadas (S. neuro-
na, S. falcatula y S. speeri) y de 2 tipos
de Sarcocystis no identificados, “tipo
1085” y “tipo 3344”, (n=340). Para S.
neurona la media fue de 10,7u(+0,09) x
7,0u(x0,09) (9,7-11,4p x 6,2-8,4), para
S. falcatula de 11,0u(£0,13)x7,1p
(x0,10) (8,8-11,9u x 6,6-7,9u), para S.
speeri de 12,2u(+0,14) x 8,8u(x0,09)
(11,0-13,2p x 7,5-9,7p), para el «tipo
1085» de 10,9u(x0,07) x 6,8u(x0,07)
(9,7-11,9n x 6,2-7,9u) y para el “tipo
3344” de 19,4u(x0,20) x 10,5u(+0,20)
(17,6-20,7u.x 9,2-11,9).

Lindsay et al. (17) realizaron un trabajo
donde se describe por primera vez la es-
tructura de los esporocistos de S. neu-
rona, obtenidos de comadrejas (D. vir-
giniana) infectadas experimentalmente.
Para este ensayo fue utilizado el aisla-
miento SN-37R de esporocistos de S. neu-
rona. Cuarenta esporocistos fueron medi-
dos obteniendo una mediade 11,3u(+0,47)
x 8,2u(x0,43) (11-12p x 7-9p).

En un trabajo realizado por Fenger et al.
(13) para determinar el huesped definiti-
vo de S. neurona y para ver la relacién
entre S. neurona y §. falcatula, recupe-
raron esporocistos de Sarcocystis spp. a
partir de comadrejas (D. virginiana) y
midieron 50 de estos esporocistos. La
media para el didmetro mayor fue de

en forma de glébulo grande y tnico (R) y esporozoitos.

11,6p (amplitud de 10,0-12,0p) y para
el didmetro menor de 7,8u (amplitud de
7,0-8,00).

Las medidas de los esporocistos obteni-
das en el presente trabajo no coinciden
con ninguna de las medidas obtenidas por
Cheadle et al. (1) para las diferentes es-
pecies de Sarcocystis, ni con las medidas
obtenidas por Fenger et al. (13) para
Sarcocystis spp., asi como tampoco con
las medidas obtenidas para S. neurona
por Lindsay et al. (17). Se debe tener en
cuenta que el nimero de esporocistos
medidos en el presente trabajo es mayor
que los n esporocistos estudiados por Lind-
say et al. (17) y por Fenger et al. (13).

CONCLUSIONES

Si bien hasta el momento, no es posible
diferenciar las distintas especies de Sar-
cocystis basados Unicamente en las me-
didas de los esporocistos y en su morfo-
logia interna, podemos inferir que en la
poblacién de esporocistos estudiada en
el presente trabajo hay més de una espe-
cie de Sarcocystis, debido a la gran dis-
persién que present6 dicha poblacion.

Se concluye que las estructuras encon-
tradas en el presente estudio correspon-
den a esporocistos de Sarcocystis spp.,
siendo ésta la primera comprobacién de
su presencia en Didelphis albiventris en
Uruguay. Se sugiere para trabajos futu-
ros, su aislamiento e identificacién a tra-
vés de técnicas moleculares, asi como tam-
bién la realizaci6én de un relevamiento se-
rolégico en los equinos del pais para cono-
cer si estin o no expuestos a S. neurona.
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