l an
! 4
A
.. Facultad de Veterinaria
1542 Universidad Zaragoza

Trabajo Fin de Grado en
Veterinaria

Valoracion de la viabilidad de Sarcocystis spp en ganado ovino tras tratamiento
térmico

Evaluation of the viability of Sarcocystis spp in sheep after heat treatment

Autor/es

Paula Juan Puente

Director/es

Juan Antonio Castillo Hernandez
Maria Jesus Garcia Salinas

2020




Pagina |1

iINDICE

INICE 1ottt ettt ettt sttt ettt b ettt s st s s e s 1
RESUMEN / ADSTIACE ..eeiieieeeieeeeee ettt e ettt e e et et s e et e e sesaeeesesseeeessesseeessaateessasreessassaeessans 2
INEFOAUCCION .ttt ettt sttt et e b e sb e st e et e eeeereens 4
I R 1 o] o} 4 T~ [PPSR 4
307 2 @ ol [o o 1o [ Y= [olc TSRS 5
3.3, Sarcocistosis en 1a @SPECIE OVINA....cuiiiivciieeiiciiee et e e e e ereeeeeeans 7
3.4,  Métodos de identifiCacion ........occeeieeiienienieiie e e 8
3.4.1. Identificacion MorfolOgiCa.......ccceeuviiiiiiiiieeiee e 9
3.4.2. TiNCIONES VITAlES ...eeeeiieiieieeeeeiee e 12

3.5. Aplicacion de la congelacion doméstica como tratamiento térmico.............. 14
IV o) {Tor= Yol o o IRV o] o ][] 4 AV e 1T 16
V13 oY [o] o} - t- [OOSR 17
5.1. Busqueda bibliografica.......cccccouiiiieciiiiecceee e 17
5.2, IMIUBSE S it 17
5.2.1. Clasificacion y tratamiento tErmico ........cccoecveeeeeciee e et 17

TR T = ol Y[ 1O USROS UTUPTUPRROPRRTRRTOON 18
LT T80 N B 17= =T o T o I 1< o 1Y o= [ SRR 18
5.3.2. TiNCIONES VItAleS ....eeoueieiieieeieenieere ettt 20

5.4. Estudio estadistico de [0S resultados ........cccceeveereirieriinceeieceenee e 22
ReSUIAdOS Y diSCUSION.....uiiiiiiiiie ittt et e e e srr e e s saea e e e snbae e e sannaeee s 23
CONCIUSIONES / CONCIUSIONS veeviierieeeiieiiee ettt ettt eeeae e e e este e s ssaeessstaeesssbaeesseraeesssnnaes 28
VLol = ToiToT a T o 1= Yo Yo - | PO PSPPI 28
21 o Lo 4 = i - TSRS 29

Paula Juan Puente |



Pagina |2

RESUMEN

La sarcocistosis en ovinos adultos causa una importante pérdida econdmica por
decomiso de las canales con quistes de Sarcocystis spp. y por el momento no existe ningin
control de la enfermedad ni un procedimiento de laboratorio que compruebe su viabilidad. Una
opcién para poder evaluar la viabilidad de los parasitos en la carne son las tinciones vitales. Hasta
donde sabemos, pocos estudios han comprobado la viabilidad de los bradizoitos de Sarcocystis
spp. mediante tinciones vitales después de aplicarle un tratamiento térmico. Por ello, el objetivo
de este TFG es evaluar y comprobar la viabilidad de los bradizoitos de Sarcocystis spp. presentes
en canales ovinas tras un tratamiento térmico utilizando la tincién Azul de Tripan en
comparaciéon con la doble tincion de fluorescencia (loduro de Propidio y Diacetato de

Carboxifluoresceina).

Para la realizacion de este TFG se han analizado 50 muestras de carne decomisada de
ovino por presencia de quistes de Sarcocystis spp., procedentes de un matadero de Ciudad Real.
Estas muestras se someten a una congelacién doméstica a -202C durante 24, 48, 72 o0 96 horas
y posteriormente se les aplica una digestién pépsica. Una vez obtenidos los bradizoitos, se tifien

con ambas tinciones y se calcula la viabilidad.

Como resultado se obtiene una buena correlacién entre las dos tinciones y se
comprueba que se produce una significativa reduccién de la viabilidad cuando se congelan a -
202C durante 48 y 96 horas. Por tanto, ambas tinciones son métodos eficaces para la
determinacion de la viabilidad en Sarcocystis y la congelacion doméstica a -202C es un método
eficaz para inactivar los bradizoitos de Sarcocystis en la carne cruda de ovino. Lo ideal seria

congelarla entre 48 y 96 horas o mds.

Palabras clave: Sarcocystis en ovino, tinciones vitales, viabilidad, Azul de tripan, Doble

tincidn de fluorescencia, congelacién doméstica, tratamiento térmico.
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ABSTRACT

Evaluation of the viability of Sarcocystis spp. in sheep after heat treatment.

Sarcocystosis in adult sheep causes a significant economic loss through the confiscation
of carcasses containing Sarcocystis spp. cysts and there is currently no control of the disease or
laboratory procedure to test its viability. One way of evaluating the viability of the parasites in
meat is through vital staining. To our knowledge, few studies have proved the viability of
Sarcocystis spp. bradyzoites by vital staining after heat treatment. Therefore, the aim of this
Final Degree Project is to evaluate and check the viability of Sarcocystis spp. bradyzoites present
in sheep carcasses after heat treatment using Trypan Blue staining compared to double

fluorescence staining (Propidium lodide and Carboxifluorescein Diacetate).

To carry out this Final Degree Project, 50 samples of seized sheep meat have been
analysed for the presence of Sarcocystis spp. cysts, coming from a slaughterhouse in Ciudad
Real. These samples were subjected to a domestic freezing at -202C for 24, 48, 72 or 96 hours
and then they were subjected to a pelvic digestion. Once the bradyzoites have been obtained,

they are stained with both stains and the viability is calculated.

As a result, a good correlation is obtained between the two stains and it is proved that
a significant reduction in viability occurs when they are frozen at -202C for 48 and 96 hours.
Therefore, both stains are effective methods for determining viability in Sarcocystis and
domestic freezing at -202C is an effective method for inactivating Sarcocystis bradyzoites in raw

sheep meat. Ideally, it should be frozen for 48 to 96 hours or more.

Keywords: Sarcocystis in sheep, vital staining, viability, Trypan Blue, double fluorescence

staining, domestic freezing, heat treatment.
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INTRODUCCION

Sarcocystis spp. es un parasito unicelular (protozoo) caracterizado por la formacién de
quistes principalmente en los musculos estriados de los mamiferos, las aves y los animales

poiquilotérmicos (Verma et al., 2017).

Estos quistes fueron descritos por primera vez en 1843 por Miesher en el musculo
esquelético de un ratdn (los que posteriormente fueron nombrados tubulos de Miesher), y en
1986 por Kihn en el cerdo, quien nombré al organismo Synchytrium miescherianum. Sin
embargo, no era el género correcto, asi que Lankester introdujo finalmente el nombre de

Sarcocystis (Levine, 1986).

1.1.ETIOLOGIA

Levine en 1986 establecid para el género Sarcocystis la siguiente clasificacion
taxondmica que se mantiene en la actualidad (Dubey et al., 2016a): Phylum Apicomplexa, Clase
Sporozoasida, Orden Eucoccidiorida, Suborden Eimeriorina, Familia Sarcocystidae, Subfamilia

Sarcocystinae.

El género Sarcocystis presenta un ciclo indirecto en el que intervienen dos hospedadores
con relacidn predador-presa, donde el predador (carnivoro) actia como hospedador definitivo
(HD) y la presa (herbivoro), como hospedador intermediario (HI) (Hernandez Rodriguez et al.,

1999).
El ganado ovino (Ovis aries) actta de HI principalmente en 4 especies de Sarcocystis:

Sarcocystis tenella (sindnimo S. ovicanis) fue descrita por primera vez por Railliet y
Moulé en 1886 y sus HD son el perro (Canis familiaris), el coyote (Canis latrans) y el zorro rojo
(Vulpes vulpes) (Dubey et al., 2016a). Se encuentra en quistes microscoépicos localizados en los

musculos estriados, incluidos el corazén y la lengua, y en el SNC (Dubey et al., 1982).

Sarcocystis arieticanis fue descrita por primera vez en 1985 por Heydorn, su HD es el
perro (Canis familiaris) y forma quistes microscépicos que se localizan en musculo estriado

(Dubey et al., 2016a).

Sarcocystis gigantea (sindbnimo S. ovifelis) fue descrita por Railliet en 1886 y Ashford en
1977 y su HD es el gato (Felis catus). Se encuentra en forma de quistes microscépicos y
macroscépicos sobre todo en ovejas viejas, localizados principalmente en los musculos del
esofago, la laringe y la lengua y, en menor medida, en el diafragma y el resto de la canal (Dubey

et al., 2016a).
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Por ultimo, Sarcocystis medusiformis, descrita en 1979 por Collins, Atkinson vy
Charleston, forma quistes macroscépicos y microscépicos en el diafragma, los musculos

abdominales y el resto de la canal (Dubey et al., 2016a).

Ademas de las principales, tal y como indica Dubey et al. (2016a) se han reportado otras
especies encontradas de forma inusual en el ganado ovino: S. mihoensis (Saito et al., 1997), S.

gracilis (Giannetto et al., 2005) y S. microps (Wang et al., 1988).

En cuanto a prevalencias, S. tenella es la mds frecuente en Espafia, seguida por S.
gigantea. S. arieticanis es la menos frecuente (Hernandez Rodriguez et al., 2003) y S.
medusiformis no se ha descrito en Europa (Tenter, 1995; Dubey et al., 2016a). Segun el estudio
realizado por Martinez-Navalon et al. (2012), se detectaron quistes macroscépicos en el 12% de
las ovejas del 60% de los rebafios analizados, siendo la prevalencia de rebafios de rango medio

e intercuartil del 17% y del 6 al 33%, respectivamente.

1.2.CICLO BIOLOGICO

El género Sarcocystis sigue un ciclo P
1
coccidiano (Figura 1), caracterizado por las @?
fases de esquizogonia (fase de /' Schizogony
multiplicacion asexual en el Hl), la cual S
porogony /X
termina con la formacidn de los quistes, 4 \’
gametogonia (fase de multiplicacion sexual L ~~
\\

en el HD) y esporogonia (fase de Ovis aries

P

multiplicacion  asexual en HD).

continuacién, se describen cada una de

]1_/ y% J
Canis fam:l:ans
A/”";

ellas:

Esquizogonia

\ Gamogony ’
Ocurre en el ganado ovino tras 6‘_'/5
ingerir ooquistes esporulados o}

esporoquistes libres que ha eliminado el
P q 9 Figura 1. Ciclo bioldgico de Sarcocystis arieticanis. Original

HD (perro, gato), presentes en el agua o de Al Quraishy et al. (2014).

pastos contaminados. Los esporozoitos se
liberan en el intestino delgado del HI (ovino), donde migran a la mucosa y submucosa en busca
de capilares. La fase proliferativa o de esquizogonia se lleva a cabo en las células epiteliales de

los vasos sanguineos.
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Por lo general, en los rumiantes, las especies de Sarcocystis realizan dos generaciones
de esquizontes (Dubey y Lindsay, 2006), en diferentes localizaciones dependiendo de la especie:
S. tenella realiza la primera en las arterias y arteriolas de todo el cuerpo (Heydorn y Karaer,
1986), a diferencia de S. arieticanis que la realiza en las arterias mesentéricas y de los linfonodos
mesentéricos (Heydorn, 1985). En ambos casos, la segunda generacion de esquizontes se
localiza en los capilares sanguineos de otros érganos, con preferencia en el glomérulo renal
(Dubey y Lindsay, 2006). En el caso de S. gigantea sélo se ha demostrado una generacion de
esquizontes, la cual se localiza en capilares y arteriolas del pulmon, rifidon y cerebro (Obendorfy
Munday, 1986). De cada generacion de esquizontes se obtienen merozoitos mediante

endopoligenia (Dubey y Lindsay, 2006).

Formacion de sarcoquistes

Los merozoitos de segunda generacion migran a las

~

células musculares (musculo esquelético de contraccién
voluntaria e involuntaria: esofagico y cardiaco principalmente,
también en lengua, diafragma, intercostales y musculos de la
cara), fibras de Purkinje o SNC (Hernandez Rodriguez, et al.,

1999). El merozoito inicia la formacién del sarcoquiste cuando,

en la célula muscular o nerviosa, es rodeado por una vacuola :

1
parasitofora (a diferencia de los esquizontes, donde no ocurre) ‘,p e
y se transforma en metrocito. Los metrocitos son células de .
forma redondeada-ovalada (Figura 2) que se dividen 0T o) S G G
sucesivamente mediante endodiogenia hasta producir los bradizoitos (ii) y un metrocito (i) con 2
bradizoitos, la forma infectante del HD (perro y gato). Los Pradizoitos formdndose en su interior

. . , . tincion Giemsa). Original de Dubey,
bradizoitos tienen forma de platano (Figura 2) y conforme se f ). Orig -

J.P. (1982). Obtenido de Dubey et al.

acumulan, se produce la maduracion del quiste (Dubey et al., (20164) pég. 21

2016a).
Gametogonia

Ocurre en el HD (perro y gato) después de ingerir carne cruda de ovino con sarcoquistes
maduros, infectantes aproximadamente 75 dias después de la infeccion del HI (ovino) (Dubey y
Lindsay, 2006). En el estdbmago se liberan los bradizoitos del interior del quiste y pasan al
intestino delgado, donde penetran en la ldmina propia del epitelio intestinal. Aqui es donde se
produce la fase sexual, con la formacion de macrogametos (femeninos) y microgametos

(masculinos). Después, se produce la fecundacion o fusidn de los gametos y se forma el ovocito.
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Esporogonia

A partir de los ovocitos se forman los ooquistes, los
cuales esporulan en la misma lamina propia. Los ooquistes del
género Sarcocystis (Figura 3) son de tipo isosporoide, es decir,
con 2 esporoquistes, cuyo tamafio es 9-12 x 7-12 um cada uno

(Bowman et al., 2004). Los esporoquistes de Sarcocystis

contienen 4 esporozoitos en su interior y los ooquistes tienen
la pared muy delgada y fragil (<1um), la cual se rompe con

Figura 3. QOoquiste con dos
facilidad en el intestino antes de salir del HD (perro y gato), por

esporozoitos de Sarcocystis spp. en
lo que en heces se van a encontrar mayoritariamente una muestra himeda sin tefir (400x).
esporoquistes (Hernandez Rodriguez et al., 1999). Los ©riginal de Centers for Disease
. . . . Control and Prevention (CDC) (2017).
esporoquistes tienen una elevada resistencia, ya que en
condiciones medioambientales propias de climas templados permanecen viables durante
aproximadamente un afio o incluso durante 2 afios a 42C, conservando su capacidad infectante.
Por debajo de los 02C son viables 2 meses, incluso en condiciones de sequedad viven 3 meses

(Hernandez Rodriguez et al., 1999).

Los periodos prepatente y patente varian, pero para la mayoria de las especies de
Sarcocystis, los ooquistes se excretan en las heces entre 7 y 14 dias después de que el HD

apropiado ingiera los sarcoquistes (Verma et al., 2017).

1.3. SARCOCISTOSIS EN LA ESPECIE OVINA

Sarcocystis tenella es la especie mds patdgena para los ovinos. En la mayoria de los
casos, los signos clinicos son discretos y, cuando se presentan, incluyen anorexia, fiebre, anemia,
pérdida de peso o disminucidn de la ganancia de peso y a veces pueden causar abortos en ovejas
(Adriana et al., 2008). En las ovejas infectadas naturalmente se han observado signos
neurolégicos como encefalomielitis, debilidad muscular, paresia de las extremidades
posteriores y ataxia. Después de recuperarse de la enfermedad aguda, algunas ovejas pueden
perder su lana. Las muertes agudas también pueden ocurrir sin otros sintomas (Henderson et

al., 1997).

Sarcocystis arieticanis es menos patogena que S. tenella (Heydorn, 1985) y la
sintomatologia en este caso es bastante inespecifica, mostrandose una notable pérdida de peso,

letargia y debilidad (Al Quraishy et al., 2014).

Sarcocystis gigantea es ligeramente patdgena para la especie ovina. Aparte de la fiebre,

se han descrito pocos sintomas relacionados con esta especie. Las pérdidas econdémicas
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relacionadas con esta especie se deben a la presencia de quistes macroscdépicos en las canales
(Collins, citado en Dubey et al., 2016a), las cuales se decomisan por que se consideran un

impacto visual negativo en los consumidores (Martinez-Navaldn et al., 2012).
Sarcocystis medusiformis, es una especie no patégena (Dubey et al., 2016a).

A diferencia de las especies que se transmiten por los perros, las que se transmiten por
los gatos suelen ser poco o nada patdgenas, como S. gigantea y S. medusiformis. Esto se debe a
gue los sarcoquistes de estas especies necesitan varios meses o anos para ser infecciosos y se

ha demostrado que no se suele completar el ciclo en animales jovenes (Dubey et al., 2016a).

1.4. METODOS DE IDENTIFICACION

La finalidad de la identificacion es principalmente para diferenciar Sarcocystis spp. de
los diferentes géneros de coccidios (como Toxoplasma spp. y Neospora spp.), diferenciar
taxondmicamente las 200 especies que existen dentro del género (Dubey et al., 2016a), asi como
para llevar a cabo el diagndstico de la infeccidn y de la enfermedad, tanto en HD como en HI.

Actualmente los métodos que se emplean para la identificacidon de Sarcocystis spp. son:

= |dentificacion morfoldgica: basada en las caracteristicas estructurales de las diferentes
fases del pardsito (ooquistes, esporoquistes, sarcoquistes, bradizoitos, etc.), mediante la
observacién a simple vista, tinciones histoldgicas o con microscopio electrénico. Por otra
parte, se pueden emplear tinciones vitales con el uso de colorantes (fluorescentes o no)
para determinar la viabilidad de las células, basandose en la integridad de la membrana
celular. Esta técnica es interesante en el ambito de investigacién para comprobar la
efectividad de un tratamiento para la destruccion de los parasitos o para evaluar el éxito de

las técnicas de cultivo celular y técnicas de criopreservacion.

= Caracterizaciéon molecular: mediante técnicas moleculares como la PCR (Polymerase Chain
Reaction) y sus variantes. Los marcadores que se emplean actualmente son el gen 18S rRNA,
el gen 28S rRNA, el gen cox1 mitocondrial (subunidad | de la oxidasa del citocromo C) y la
region ITS-1 (Dubey et al., 2016a; Hu et al., 2017; Gjerde et al., 2020). La caracterizacién
molecular puede ayudar a la especiacidn, sin embargo, la especificidad/exactitud depende

de los genes analizados (Dubey et al., 2016a).

=  Técnicas inmunoldgicas: se pueden detectar los anticuerpos especificos de Sarcocystis spp.
mediante varias pruebas seroldgicas, principalmente ELISA e IFAT, que muestran una alta
sensibilidad para la fase tardia de la infeccidon. No obstante, estas pruebas no son especificas
de la especie, ya que las preparaciones tradicionales de antigenos son derivadas de

merozoitos de cualquier especie heterdloga de Sarcocystis (Tenter, 1995).

Paula Juan Puente |



Pagina |9

A continuacién, se resumen las caracteristicas morfoldgicas mads relevantes de las
diferentes fases de Sarcocystis spp., asi como las técnicas empleadasy la evaluacién de viabilidad

de los bradizoitos.

1.4.1. IDENTIFICACION MORFOLOGICA

OOQUISTES/ESPOROQUISTES

Se detectan en las heces del HD mediante métodos de flotacién, bien como ooquistes o
como esporoquistes (Verma et al., 2017). Su morfologia (mencionada anteriormente, Figura 3)
permite diferenciarlos de otras especies de coccidios, pero no tiene ningin valor taxonémico

para diferenciar entre especies de Sarcocystis (Dubey et al., 2016a).

SARCOQUISTES

Los quistes estan formados por una pared de la cual salen prolongaciones hacia su
interior que pueden crear septos y cavidades donde se encuentran los parasitos (Figura 4). La
forma y el tamafio del sarcoquiste varian con la edad del quiste (estado de maduracion), el tipo
de célula huésped parasitada (son mas redondeados en SNC) y las técnicas utilizadas para el
estudio (Dubey et al., 2016a). La mayoria tienen una forma alargada y fusiforme, pudiendo ser
macroscopicos (de color blanquecino, similares a un grano de arroz) o microscépicos,

dependiendo de la especie de Sarcocystis, cuyas caracteristicas se describen en la Tabla 1.

Figura 4. Sarcocystis spp. en la lengua de una oveja. (A) Muestra prensada que contiene un quiste no tefiido; los septos que dividen

los compartimentos internos son oscuros. (B) Seccion histoldgica de un quiste tefiido con hematoxilina y eosina; los septos se

visualizan como estructuras no tefiidas (claras). Original de Bittencourt et al., (2016) pdg. 1685.

Las técnicas que se emplean para el estudio morfolégico de los sarcoquistes son:

Histologia: se realizan cortes de los tejidos afectados (musculo y SNC) y se tifien con
hematoxilina y eosina para poder observar las estructuras que componen el quiste (Figura 7).

En estas preparaciones se pueden observan los parasitos, que variardn en funcién del estado de

Paula Juan Puente | Valoracién de la viabilidad de Sarcocystis spp en ganado ovino tras tratamiento térmico
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madurez del sarcoquiste: si es inmaduro (Figura 5A), contendra metrocitos en la corteza (los
cuales apenas se observan cuando son maduros) y bradizoitos en la médula, pero si es
demasiado antiguo o grande (Figura 5B), los bradizoitos del centro se degeneran y se infiltran
granulocitos. Los metrocitos se tifien menos que los bradizoitos. Otras tinciones que se pueden
realizar son la tincidon PAS (Periodic Acid-Schiff), que tifie los granulos de amilopectina de los
bradizoitos de color rojo brillante y la tinciéon de Giemsa, donde se observan los metrocitos de
color rosa/magenta (Dubey et al., 2016a), asi como la tincidn con Azul de Toluidina (Figura 5A)

y la tincidn de plata metanina de Gomori (Figura 6), entre otras.

. Ay . o 4 \
p DR L8 o, N
\‘x o - S A r‘a’ i"' ¥s ; i",o..'."
,'"\\& : . :t\'.‘* ng' .W\Oa /‘A&

Figura 5. (A) Tincién con Azul de Toluidina de S. muris: Sarcoquiste inmaduro con metrocitos (me) poco tefiidos y bradizoitos (br)
intensamente tefiidos. Original de Teglas, M.B. et al. (1998). Obtenido de Dubey et al. (2016a) pdg. 6. (B) En el centro, un sarcoquiste
degenerado rodeado de células mononucleares e infiltrado por granulocitos; 4 sarcoquistes maduros (Tincion H y E). Original de

Dubey, J.P., Speer, C.A. y Epling, G.P. (1982). Obtenido de Dubey et al. (2016a) pdg. 22.

/ , Figura 6. Tincion de plata metanina de Gomori (tifie el tejido
conectivo). Sarcoquistes de S. gigantea (arriba) y S. arieticanis
(abajo) en el musculo esquelético de una oveja. La pared del quiste
primario (pcw) en S. gigantea es gruesa y estd rodeada por una
cdpsula de tejido conectivo (pared del sarcoquiste secundario, scw),
mientras que S. arieticanis no tiene una pared de sarcoquiste

secundario. Original de Dubey et al. (2016a) pdg. 8.

Microscopia electrénica: mediante este método se observa la estructura de la pared

quistica, criterio util para la diferenciacion de especies de Sarcocystis, ya que la estructura y el
grosor son diferentes para las distintas especies (Dubey et al., 2016a). También se observa la
pared quistica que puede ser lisa, estriada o hirsuta o puede poseer protuberancias ramificadas
complejas (Figura 8). Externamente, se observa la pared primaria, la fina capa de material denso
que esta en contacto con la célula hospedadora y debajo, se encuentra una capa amorfa de
material granular, que forma los septos. En los quistes macroscépicos, una pared secundaria de

tejido conectivo (fibras de colageno) envuelve el quiste (Hernandez Rodriguez et al., 1999).
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Placas de compresidn: mediante las placas de compresién que se usan para la

triquinoscopia, se pueden observar los sarcoquistes microscépicos del tejido muscular sin

necesidad de tinciones.

Las caracteristicas morfoldgicas que diferencian las especies de Sarcocystis que afectan
al ganado ovino se muestran en la Tabla 1, asi como las diferencias en la pared quistica (Figura

7y 8).

Tabla 1. Comparacion de las caracteristicas de Sarcocystis spp. que afectan al ganado ovino (Saito et al., 1997)

Longitud el Prolongaciones
. quiste pared ——————————— Microt Esporoquistes
Especies ) quistica S Tamaiho Gbulos (um)
. (um) (um)
S. tenella 700 1-3 Empalizada 3,5x0,5 - 12-15x 8-10,5
S. arieticanis 900 <1 Hirsuto 5-10 - 15-16 x 9-10
S. gigantea 10000 <2 De coliflor - + 10,5-14 x 8-9,7
10,3-13x 7,3-
S. medusiformis 8000 <2 Serpenteada - + g SX
1300- 8-10x 2,2-
S. mihoensis 10-12 Digitiforme X + 15,5-16 x 8-9
2100 2,5

Sarcocystis en ovejas. Tincion H-E. (a) S. tenella, prolongaciones gruesas. (b) S.

arieticanis, protuberancias largas e hirsutas. (c) S. gigantea, pared fina (flecha).

(d) S. medusiformis, pared delgada con pequefias protuberancias.

Figura 8. Microscopia electrénica de transmision: Comparacion de las prolongaciones de la pared del sarcoquiste de las 4 especies
de Sarcocystis en ovejas. a) S. tenella, estructuras de placa. (b) S. arieticanis, filamentosas o hirsutas. (c) S. gigantea en forma de

coliflor. (d) S. medusiformis, serpenteadas. Figura 7 y 8 originales de Dubey et al. (2016a) pdg. 218 y 224, respectivamente.
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BRADIZOITOS

Para poder llevar a cabo la identificacidn de los bradizoitos de Sarcocystis a nivel
microscopico o molecular y ademads concentrarlos (para analizar una mayor cantidad de tejido),

se utiliza la digestidn pépsica.

Esta técnica consiste en simular las condiciones fisioldgicas del aparato digestivo de un
animal vivo, con el objetivo de digerir la carne fresca y romper la pared de los quistes que
contiene el tejido muscular, liberdndose los bradizoitos de su interior. Para ello se utiliza la

pepsina, una enzima presente en el jugo gdstrico que se encarga de la protedlisis.

Después de realizar la digestion, se filtra el contenido y éste se centrifuga para obtener

los bradizoitos.

Los bradizoitos se pueden observar a microscopio dptico mediante tinciones histoldgicas
comunes o mediante tinciones de viabilidad. También se ha estudiado su ultraestructura
mediante microscopio electréonico. Sin embargo, estos métodos no se usan para la
diferenciacion de especies de Sarcocystis debido a que son muy similares entre especies (Verma

et al,, 2017).

1.4.2. TINCIONES VITALES

Existen diferentes protocolos y tipos de colorantes para evaluar la viabilidad de las

células.

Tincidon con Azul de Tripan (o técnica de viabilidad

por exclusion): Basada en el protocolo de Strober (2015)

que se fundamenta en el principio de que ciertos
colorantes, como el Azul de Tripan (AT), no penetran las
membranas celulares intactas que poseen las células vivas.

Por tanto:

e Las células viables (Figura 9A) que mantienen la
membrana intacta: excluyen el colorante,

guedando su citoplasma claro.

e Las células no viables (Figura 9B) con la membrana

Figura 9. Evaluacion viabilidad bradizoitos

dafiada: permiten el paso del colorante, quedando
con tincion Azul de Tripdn. A) Bradizoitos

su citoplasma tefiido de azul. - — —
vivos. B) Bradizoitos muertos. Original de

Honda et al., 2018.
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Se ha empleado para evaluar la viabilidad de diferentes parasitos como Toxoplasma
gondii (Borges et al., 2016; Ahmadpour et al., 2019; Shojaee et al., 2019), Trichomonas vaginalis
(Tasca et al., 2003), Eimeria tenella (Dong et al., 2011), Giardia intestinalis (Eligio-Garcia et al.,
2017), Schistosoma haematobium (Forson et al., 2019), Taenia pisiformis (Toral-Bastida et al.,
2011) entre muchos otros. En cuanto a Sarcocystis spp., hay pocos estudios que emplean el AT
para determinar la viabilidad de los bradizoitos (Dubey et al., 2016b; Honda et al., 2018; Murata
et al., 2018) aunque también se ha empleado para evaluar otras fases del ciclo, como por

ejemplo los merozoitos (Elsheikha et al., 2003, 2006) y los esporozoitos (Jdkel et al., 1997).

Esta técnica ha sido ampliamente utilizada para el recuento de las células viables con
microscopio dptico sin fluorescencia (In Kim et al., 2016), ya que se trata de una técnica rapida,
sencilla y asequible (Strober, 2015). Sin embargo, estudios recientes han investigado la
combinacion del AT con proteinas fluorescentes para poder contabilizar la viabilidad con este
colorante mediante citometria de flujo (Avelar-Freitas et al., 2014). Del mismo modo, también
ha sido objeto de comparacién con otras tinciones vitales, como el loduro de Propidio (Kim et
al., 2011; Rashidi et al., 2018), la tincion modificada de Field (Afzan et al., 2012) o la Eritrosina
B (In Kim et al., 2016).

Doble tincién de fluorescencia: Basada en la técnica para la determinacidon de viabilidad

de espermatozoides de Harrison y Vickers (1990), la cual usa como reactivos el loduro de

Propidio (IP) y el Diacetato de Carboxifluoresceina (CFD).

El CFD es un colorante permeable a la
membrana celular, por lo que penetra facilmente en
células con la membrana intacta. Sin embargo, no es
fluorescente. Su fluorescencia se manifiesta como
resultado de la hidrélisis de los enlaces de éster de la
membrana, dando lugar a la formacién de 6-

carboxyfluoresceina, la cual es impermeable (queda

retenida dentro de la célula) y tifle de verde

fluorescente el citoplasma (Figura 10). Por el Figura 10. Doble tincion de fluorescencia en

. . espermatozoides. De color verde,
contrario, el IP es impermeable a la membrana

espermatozoides viables. De color rojo,

plasmatica pero se une a los acidos nucleicos, de ; ; -
espermatozoides no viables. Original de Facultad

forma que cuando la membrana estd dafiada, los tifie 4, \eterinaria Universidad de Murcia.

de rojo fluorescente (Figura 10) (Garner et al., 1986).
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El IP se ha empleado en muchos estudios de viabilidad de parasitos mediante citometria
de flujo, como por ejemplo en Eimeria tenella (Dong et al.,, 2011), Toxoplasma gondii
(Shamseddin et al., 2015), Taenia pisiformis (Toral-Bastida et al., 2011), Plasmodium falciparum
(Boissiere et al., 2012), Leishmania infantum (Rashidi et al., 2018) y en Sarcocystis neurona,

concretamente en esporoquistes (Elsheikha et al., 2004).

La combinacién de CFD e IP (llamada doble tincidn de fluorescencia) para determinar la
viabilidad se ha usado cominmente en espermatozoides y experimentalmente en Streptococcus
macedonicus (Papadimitriou et al., 2006) y otras bacterias acido lacticas (Bunthof et al., 2001).
La tincidn mas similar empleada en parasitos fue con IP y Diacetato de Fluoresceina, un derivado
de la fluoresceina como el CFD, en ooquistes de Cryptosporidium parvum (Korich et al., 1990) y
en esporoquistes de Sarcocystis cruzi (Savini et al.,, 1996). Asi pues, la doble tincidn de

fluorescencia no ha sido empleada en bradizoitos de Sarcocystis spp.

1.5. APLICACION DE LA CONGELACION DOMESTICA COMO TRATAMIENTO
TERMICO

El proceso de congelacidn es el cambio de estado del agua libre que se encuentra dentro
y fuera de las células, pasando de estado liquido a sdlido, formdndose cristales de hielo. Al
tratarse de una congelacion doméstica (no ultracongelacién), la velocidad de congelacién es
lenta y los cristales que se forman son grandes y puntiagudos. Como consecuencia, se rompen
las membranas celulares y la pérdida de integridad de la membrana celular conlleva la muerte
del parasito. Por otra parte, la diferencia de velocidad de congelacion del fluido extracelulary el
intracelular conduce a un desequilibrio de la presidn osmética entre el interior y el exterior de
la célula, siendo otra causa de muerte celular (Chen et al., 2007). En principio, a mayor tiempo

de congelacién, mas crecen los cristales y mayor porcentaje de células con membranas dafiadas.

Por el momento, al no existir ninguna vacuna para el ganado, el Unico método de
prevencion es el control. La excrecion de Sarcocystis en las heces de los HD es el factor clave en
la propagacion de la infeccidn, por tanto, se tiene que evitar que estos se infecten. Para evitarlo,
es conveniente no alimentarlos con carne cruda, y si es asi, lo mejor es congelarla, ya que puede

reducir drasticamente o eliminar los sarcoquistes infecciosos de la carne (Dubey et al., 2016a).

Diferentes estudios han llevado a cabo evaluaciones de la viabilidad de los sarcoquistes
y de los bradizoitos, mediante diferentes métodos, para determinar a qué temperatura se debe

congelar y durante cuanto tiempo. Algunos de ellos, se resumen en la Tabla 2:
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Tabla 2. Comparacion del tratamiento térmico eficaz en diferentes especies de Sarcocystis.

Presencia de esporoquistes (Collins and
S. gigantea Oveja -14°C, 516 dias poroq Charleston,
en heces de gato.
1980)
Sarcocystis s G(UL?;:SEO ~182C y -242C (no indica erfsheerlcei? g: eZFr)r(:)r:ql;itS(:SS (Gorman etal,
4 PP- . durante cuanto tiempo) P » 8a%0S, 1984)
guanicoe) ratas y ratones.
(Koudela and
Sarcocystis spp. Vacuno -18°C, 48 h Tincion fluorescente (DAPI). Steinhauser,
1984)
s. levinei Bufalo 4°C, 48 h Presencia de esporoquistes (Srivastava et al.,
en heces de perro. 1986)
S. miescheriana Cerdo -4°C,48h Presencia de esporoquistes (Saleque et al.,
y S. suihominis -209C, 24 h en heces de perro. 1990)
. o Presencia de esporoquistes (Singh and Shah,
S. capracanis Cabra -20°C, 72 h en heces de perro. 1990)
S. s:{lhomm.lsy Cerdo -209C, 20 y 30 dias I.Estructur,al medla,nt.e (Chen et al.,
S. miescheriana microscopia electrénica. 2007)
P i i I
s. aucheniae Llama -20C, 10 dias resencia de esporoquistes (Godoy et al.,
en heces de perro. 2007)
Electrotransferencia para (Harada et al
S. fayeri Caballo -209C, 48 h determinar la proteina 15 v
2013)
kDa.
Ciervo
sica -20°C, 2 h
2 illensi 2 ! , , H I,
S syb';/:ni:;s ys (Cervus -30°C,7h Tincidn Azul de Tripan. ( Or;?)i;)t a
P nippon -80°C, 8 h
centralis)

Hay bastantes discrepancias en lo que al tiempo de congelacién se refiere, siendo la
temperatura -209C en la mayoria de los casos. Estas diferencias pueden ser debidas a que se
tratan de diferentes especies, pudiendo ser alguna mas sensible que otra a la congelacién. Sin
duda, a mas tiempo menos viabilidad. En estos estudios no se ha determinado la viabilidad de
las células per se, sino que en la mayoria de ellos se ha aplicado la congelaciéon y se ha infectado

a los HD, basandose en la presencia de ooquistes o esporoquistes en las heces de éstos.

Otros estudios han probado de inactivar mediante congelacidn la toxina (Sarcocystina)
presente en los quistes de algunas especies de Sarcocystis, (Godoy et al., 2007). Esta toxina
puede afectar al huésped si se rompe el sarcoquiste y se libera, ademas que puede estar
implicada en intoxicaciones alimentarias causadas por la ingestién de carne cruda con quistes
de algunas especies de Sarcocystis, como S. fayeri en carne de caballo y S. aucheniae en carne
de llama. Sin embargo, no esta claro en qué especies se encuentra ni cémo actua (Dubey et al.,

2016a).
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JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

Una de las causas mas comunes de decomiso por parasitosis en ovinos adultos es la
sarcocistosis, debido a la presencia de quistes macroscdpicos en la musculatura. Segun la
normativa vigente (Reglamento (UE) 2017/625), se deben decomisar enteras las canales
afectadas en dos o mas zonas afectadas, lo que conlleva una importante pérdida econdmica: en
un estudio realizado en Espaia, entre el 12% de los animales positivos, el 21% de las canales
fueron decomisadas parcialmente y el 79% totalmente, lo que puede representar para la
industria espafiola una pérdida de 20 millones de euros anuales (Martinez-Navalon et al., 2012).
A pesar de que las especies de Sarcocystis que afectan al ganado ovino no son zoondticas, la
justificacion del decomiso se debe al impacto visual negativo que los quistes pueden tener en el
consumidor (Martinez-Navaldn et al., 2012). Actualmente no existe ningin control de esta
parasitosis, ya que se decomisan las canales directamente en el propio matadero. Por otra parte,

tampoco hay ninguna metodologia de laboratorio capaz de determinar su viabilidad.

Las tinciones vitales pueden ser una herramienta interesante para realizar este control,
ademads de su uso en el dmbito de la investigacion para comprobar la efectividad de un
tratamiento en cualquier especie de Sarcocystis, pudiendo aplicar los resultados obtenidos en

aquellas especies que son zoondticas.

Hay pocos estudios de viabilidad realizados en Sarcocystis spp. utilizando tinciones
vitales, muchos de ellos emplean otras técnicas (bioensayos en HD o cultivos in vitro) para

determinar la viabilidad, por ello los objetivos de este TFG son:

=  Evaluar dos tipos de tinciones vitales para confirmar la viabilidad de Sarcocystis: la tincidén
con Azul de Tripan, ampliamente utilizada en diferentes parasitos (entre ellos, Sarcocystis)
y la doble tincidn de fluorescencia, la cual no se ha empleado en bradizoitos de Sarcocystis.

Asimismo, no hay ningun estudio que compare los resultados de ambas tinciones.

=  Evaluar la sensibilidad de los bradizoitos a la congelacién mediante las tinciones vitales, para

determinar si es un tratamiento eficaz de la carne ante la presencia de quistes de Sarcocystis.
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METODOLOGIA

3.1. BUSQUEDA BIBLIOGRAFICA

Se ha realizado una revisiéon bibliografica de articulos de revistas cientificas,
mayoritariamente especializadas en parasitologia, mediante la buisqueda de palabras clave
como “Sarcocystis en ovino”, “Viabilidad Sarcocystis”, “Viabilidad parasitos”, “Tinciones vitales”,
“Azul de tripan”, “loduro de propidio”, “Congelacién Sarcocystis” en bases de datos cientificas
como PubMed, ScienceDirect, Google Scholar y Alcorze (base de datos de la Biblioteca de la

Universidad de Zaragoza).

Se ha priorizado la busqueda de articulos de los ultimos 10 afios, aunque muchos de

ellos son de la década de los 90, debido a la poca actualizacion de las técnicas.

Ademas de los articulos, también se ha consultado el libro Sarcocystosis of Animals and
Humans de Dubey et al. (2016), donde hace una amplia revision bibliografica de los hallazgos

sobre Sarcocystis hasta el momento y bastante actualizada.

Para la recopilacién y organizacion de toda la informacion, se ha utilizado Mendeley, un

gestor de referencias bibliograficas.

3.2. MUESTRAS

Para la realizacién de este TFG se han empleado 50 muestras correspondientes a 50
ovejas adultas, procedentes del matadero de Tomelloso (Ciudad Real, Castilla-La Mancha) y se
han analizado en el laboratorio de parasitologia del Departamento de Patologia Animal de la

Facultad de Veterinaria de la Universidad de Zaragoza.

Cada muestra constaba de tejido muscular ovino, formada por 3 o 4 fragmentos de
diferentes localizaciones (esofago, costal, tercio posterior, abdomen, axila, escapula,

diafragma...), decomisados por la presencia de quistes macroscopicos de Sarcocystis spp.

3.2.1. CLASIFICACION Y TRATAMIENTO TERMICO

Las muestras se recepcionaron en envases de 250 ml refrigerados y marcados con la

fecha de sacrificio del animal (dia anterior a la recepcién).

Se procesaron como frescas o se les aplicd una congelacion doméstica a -202C a
diferentes tiempos: 24, 48, 72 o0 96 horas, dependiendo del dia que se analizaron. El nimero de
muestras que se analizd cada dia dependia de las muestras que llegaban, en funcién de los
decomisos por quistes de Sarcocystis que habia el dia de sacrificio, siendo de 2 a 6 muestras por

dia.
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En total se analizaron 10 muestras para cada uno de los tratamientos: 10 muestras
frescas, 10 muestras congeladas 24 horas, 10 muestras congeladas 48 horas, 10 muestras

congeladas 72 horas y 10 muestras congeladas 96 horas.

3.3. TECNICAS

Una vez realizado el tratamiento térmico, se descongelaron a temperatura ambiente las
muestras que se iban a procesar y se llevd a cabo la digestién pépsica para obtener los

bradizoitos. Posteriormente se realizaron las tinciones vitales.

3.3.1. DIGESTION PEPSICA

Para la realizacion de esta técnica se adaptaron los protocolos utilizados para la
obtencién de bradizoitos de Toxoplasma gondii de Dubey (1998) y Bayarri et al. (2010). En la
Tabla 3 se incluyen los materiales, equipos y reactivos utilizados para la realizaciéon de la

digestion pépsica.

Tabla 3. Materiales, equipos y reactivos utilizados para la realizacion de la digestion pépsica.

MATERIALES
Hay que lavar el material entre muestras con agua muy caliente y jabdn (evitar contaminacién cruzada).
Espatula Pipetas graduadas de 5y 20 ml
Tijeras y pinzas Imanes para agitador
Papel de aluminio Tubos Falcon de 50 ml
Papel Parafilm Gradilla para tubos Falcon de 50 ml
Matraces Erlenmeyer de 125 ml Embudos con filtro
Morteros Pipetas Pasteur desechables
EQUIPOS REACTIVOS ‘
Bascula
Solucién de NaCl al 0,85% (250 ml).
Agitadores
Solucion pépsica (250 ml).
Estufa
Solucién de Bicarbonato Sédico al 1,2% (125 ml).
Centrifuga
PBS comercial (tampdn fosfato salino).
pH metro

Preparacidn de reactivos: Las soluciones empleadas deben ser preparadas el mismo dia

para asegurar su eficacia.

= Solucidn de NaCl al 0,85% (250 ml): se enrasa un matraz de Erlenmeyer de 250 ml con
agua destilada, se pesan 2,1 g de NaCl y se afiaden al matraz. A continuacion, se pone

un iman y se agita hasta que el soluto esté bien disuelto.
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= Solucién de Pépsica (250 ml): Se enrasa un matraz de Erlenmeyer de 250 ml con agua
destilada y se afaden 1,3 g de pepsina (actividad 1:10000) y 2,5 g de NaCl. Con una
pipeta graduada de 5 ml se afaden al matraz 3,5 ml de HCI. A continuacién, se pone un
iman y se agita a 372C hasta que alcance la temperatura y se disuelvan los solutos.
Finalmente se mide el pH, el cual debe ser 1,1-1,2 ya que la pepsina actda con un pH
Optimo <2 (si es superior pierde el efecto proteolitico).

= Solucion de Bicarbonato sddico al 1,2% (pH 8,3): En un matraz de 250 ml se afiaden 125
ml de agua destilada y 1,5 g de NaHCOs. A continuacidn, se pone un imany se agita hasta

gue disuelvan los solutos. Finalmente se mide el pH, el cual debe tener un valor de 8,3.

Hay que medir el pH de todas las soluciones y corregirlas con HCl o NaOH en caso de
gue sea necesario: si el valor de pH esta alto se aflade HCl y si estd bajo, NaOH, hasta alcanzar

el valor 6ptimo.

Procedimiento: En primer lugar, se seleccionan los fragmentos con quistes y se pesan
10 g de cada muestra, previamente descongelada. Seguidamente, se trituran en un mortero con
las tijeras hasta obtener pequeiios fragmentos. La muestra tiene que quedar bien picada para
favorecer la accién de la pepsina, sin contener tejido conectivo ni grasa. Se afiaden 10 ml de
solucién de NaCl y se machaca con la maza. Se pasa el machacado a un matraz de Erlenmeyer
de 250 ml y se lavan los restos del mortero con otros 10 ml de solucidon de NaCl que se aifaden

al matraz.

Posteriormente se afiaden 20 ml de solucién pépsica y un imdn, se cierra con el tapdén
del matraz (o con Parafilm y papel de aluminio) y se incuba en los agitadores de la estufa a 372C
durante 30 minutos. La temperatura, el tiempo y el pH de la pepsina son importantes para que
la digestion sea efectiva, asi como agitar la muestra, para asegurarse de que actta en todo el

tejido.

Mientras tanto se prepara el material para el filtrado: Tubos Falcon de 50 ml, una gradilla
para tubos y embudos con filtro (se puede afiadir gasa si el tamafio del filtro es demasiado

grande). Una vez pasados los 30 minutos, se filtra el contenido y se recoge en los Falcons.

A continuacion, se realizan una serie de centrifugaciones y lavados: Primero se
centrifugan los tubos cerrados durante 10 minutos a 2800 rpm, para separar fisicamente las
particulas en suspension (bradizoitos) del sobrenadante. Una vez terminado, se retira el
sobrenadante y se afiaden 25 ml de la solucidon de Bicarbonato sédico para neutralizar la
pepsina, alcalinizando la muestra de forma que se impide la destruccion de los bradizoitos

(Dubey, 1998). Se homogeniza el precipitado con la solucién con una pipeta Pasteur y se
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centrifuga sin tape (10 minutos, 2800 rpm). Al terminar se retira el sobrenadante y se afiaden
50 ml de PBS para asegurarse de que no quedan restos de pepsina, se homogeniza y se

centrifuga sin tape. Se repite el Ultimo paso y se retira el sobrenadante.

Finalmente, se afiaden 2 ml de PBS y se homogeniza con la pipeta Pasteur. A
continuacién, se ajusta la concentracion de bradizoitos mediante el contaje con cdmara de
Neubauer y se resuspende de nuevo en 1 ml de PBS. La concentracion dptima para que los
colorantes actten con la mayor eficacia es de 5x10° células/ml. Seguidamente se procede a la

preparacion de las tinciones vitales.

3.3.2. TINCIONES VITALES

Como se ha mencionado anteriormente, hay diferentes tipos de tinciones para la
evaluacidn de la viabilidad y en este TFG se emplearon el Azul de Tripan y la combinacion de IP-
CFD (doble tincion de fluorescencia). En la Tabla 4, se presentan los materiales, equipos y
reactivos utilizados en ambas técnicas, difiriendo solamente con los colorantes empleados para

cada una de ellas.

Tabla 4. Materiales, equipos y reactivos utilizados para la realizacion de las tinciones vitales.

Tubos Eppendorf de 2 ml.

Pipetas automaticas y sus correspondientes puntas.
MATERIALES

Gradilla para tubos Eppendorf.

Cémara de Neubauer o hemocitometro.

Agitador vortex.

Microscopio éptico con filtro de fluorescencia (B — 2A: 450-490 nm de

EQUIPOS

excitacion).

Estufa.

Viabilidad por exclusion: Azul de Tripan (AT) al 0,4%.

Doble tincién de fluorescencia (mantenerlos en oscuridad, son
REACIEE fotosensibles):

e Diacetato de Carboxifluoresceina (CFD).

e loduro de Propidio (IP).

TINCION CON AZUL DE TRIPAN

Técnica de viabilidad por exclusion, basada en el protocolo de Strober (2015).
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Preparacion y puesta a punto: Se preparé el colorante al 0,4% (0,4 g de AT en 100 ml de

agua destilada) y se establecié la proporcidon mas adecuada: 1:1, 1:5 0 1:50. En este caso se eligié
1:1, ya que esta proporcidon permitié diferenciar claramente las células dafiadas de las no
dafiadas, proporcionando un azul intenso a las dafiadas y sin tefiir en exceso el fondo de la
preparacion ni los posibles artefactos que pudieran llevar a error y confundirlos con células

tefiidas/dafadas.

Tincién: Se afiaden 150 pl de muestra y 150 ul de AT en un tubo Eppendorf y se voltea.

Se incuba 3 minutos a temperatura ambiente y se procede a la cuantificacion.

Cuantificacién: Se observa a microscopio éptico un total de 5 campos escogidos al azar
a 40x y se contabilizan los bradizoitos tefiidos (no viables) y los no tefidos (viables) (Figura 11)
en los siguientes 3 — 5 minutos, ya que conforme pasa el tiempo los bradizoitos se mueren

debido a la accién del reactivo (Strober, 2015).

Figura 11. Tincion Azul de Tripdn en bradizoitos de Sarcocystis (40x). Bradizoitos viables (v) y bradizoitos no viables (nv).

DOBLE TINCION DE FLUORESCENCIA

Basada en la técnica para la determinaciéon de viabilidad de espermatozoides de

Harrison y Vickers (1990).

Puesta a punto: Al tratarse de células diferentes, en este caso bradizoitos, se probaron
diversas proporciones de reactivos: 1:1, 1:10, 1:20, 1:30 hasta 1:150. Finalmente, se eligieron IP
=1:50y CFD = 1:100, debido a que esta combinacion, al igual que en la tincidn anterior, permitié
diferenciar bien las células dafadas y no dafnadas. Hay que tener en cuenta que un exceso de
CFD hace que el fondo de la preparacion adquiera un exceso de fluorescencia y no permite la

identificacion de las células no viables.

Tincién: Se afiaden 500 pl de muestra, 10 pl de CFD y 5 pl de IP en un tubo Eppendorfy
se voltea. Se incuba la dilucidon de la muestra con los colorantes durante 10 minutos a 372 en la

estufa y se prepara la muestra al hemocitémetro.
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Cuantificacién: A continuacion, se observa a microscopio con un filtro de fluoresceina (B
— 2A): 450-490 nm de excitacion a 40x y se contabilizan los bradizoitos rojos fluorescentes (no
viables) y los bradizoitos verdes fluorescentes (viables) en un total de 5 campos escogidos al azar

(Figura 12).

Figura 12. Doble tincion de fluorescencia en bradizoitos de Sarcocystis (40x). Izquierda: bradizoitos viables. Derecha:

bradizoitos viables (v) y bradizoitos no viables (nv).

CALCULO DE LA VIABILIDAD

Una vez contados los bradizoitos viables y los no viables, se procedioé al célculo de la
viabilidad (% de células viables del total en una muestra) mediante la siguiente férmula,

obteniendo dos valores de % de viabilidad (uno por cada tincién) en cada muestra:

- total células vivas
% Viabilidad = - - y x 100
total células vivas + total células muertas

3.4.ESTUDIO ESTADISTICO DE LOS RESULTADOS

Todos los datos se recogieron en una hoja de cédlculo de Microsoft Office Excel para su
posterior andlisis estadistico. Los cdlculos estadisticos se realizaron con el programa IMB SPSS
Stasistics Base 22.0. La normalidad de los datos se comprobd mediante los tests Shapiro-Wilk y
Kolmogorov-Smirnov. Al tratarse de datos con distribucion no normal, la correlaciéon entre
ambas técnicas de tincidn se realizd mediante Spearman’s correlation test, empleando las dos
tinciones (AT y Doble fluorescencia) como variables. Mediante la prueba no paramétrica de
Kruskal-Wallis se comprobd si existen diferencias en el porcentaje de viabilidad entre los
distintos tiempos de congelacidn, trabajando con dos pares de variables: Estado-Azul de Tripan
y Estado-Doble Fluorescencia. Para ello, se consideraron estadisticamente significativos los

valores de P < 0,05.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Los resultados de viabilidad obtenidos con las tinciones Azul de Tripan y doble tincidon
de fluorescencia y con diferentes tratamientos térmicos (fresca, congelacidon 24h, 48h, 72h y

96h) se presentan en la Tabla 5:

Tabla 5. Resultados de viabilidad (%) en ambas tinciones (AT y Doble tincién de fluorescencia).

ESTADO ‘ AZUL DE TRIPAN (%) DOBLE TINCION DE FLUORESCENCIA (%)
FRESCA 91,2 91,2
FRESCA 87 75,2
FRESCA 98,7 98
FRESCA 97,5 97,1
FRESCA 89,7 82,1
FRESCA 98,2 95,2
FRESCA 95,7 87
FRESCA 93,4 89,6
FRESCA 99,4 97,4
FRESCA 96,6 97,2
24 HORAS 47,3 41
24 HORAS 30,9 33
24 HORAS 31,1 30,2
24 HORAS 75 72,1
24 HORAS 82 80
24 HORAS 25 16,3
24 HORAS 25 20,1
24 HORAS 50 38,7
24 HORAS 53,1 57,1
24 HORAS 40,7 43,15
48 HORAS 3,6 4,8
48 HORAS 8,7 5,4
48 HORAS 14,3 10
48 HORAS 6,5 6
48 HORAS 1,7 2
48 HORAS 13,3 12
48 HORAS 8,7 7
48 HORAS 16,7 18
48 HORAS 5,3 6
48 HORAS 3,4 6
72 HORAS 8 7,3
72 HORAS 6,3 5,4
72 HORAS 10,4 15,8
72 HORAS 12,3 10,2
72 HORAS 5 4,5
72 HORAS 6,8 10,4
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72 HORAS 1,8 1,5
72 HORAS 1,2 0
72 HORAS 4,8 3
72 HORAS 3,2 1
96 HORAS 7,3 6,5
96 HORAS 7,5 7,2
96 HORAS 0 0
96 HORAS 0 0
96 HORAS 0 0
96 HORAS 0 0
96 HORAS 2,9 1,5
96 HORAS 2,4 1,9
96 HORAS 1,5 3
96 HORAS 0 0

El resultado de la correlacién de Spearman fue: rs = 0,985, P < 0,001. Por tanto,

comparando los datos obtenidos con la Tabla 6 (Schober et al., 2018), se llega a la conclusiéon de

que la correlacion entre ambas tinciones es muy buena y significativa. Ademas, en la Figura 13

se puede observar que la correlacién entre ambas tinciones es muy buena, ya que los datos

siguen una tendencia lineal.

Tabla 6. Ejemplo de un enfoque convencional para interpretar un coeficiente de correlacion (Schober et al., 2018).

Magnitud absoluta del coeficiente de correlacion observada

Interpretacion

0,00-0,10 Correlacion insignificante
0,10-0,39 Correlacion débil
0,40-0,69 Correlacion moderada
0,70-0,89 Correlacion fuerte
0,90-1,00 Correlacion muy fuerte

100 OD O&
‘z‘ o
.

| .
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DOBLE FLUORESCENCIA

Figura 13. Representacion grdfica de la correlacion entre la tincion con AT y la doble tincion de fluorescencia.
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También se puede comprobar que existen diferencias significativas en los valores de
viabilidad del parasito entre los diferentes tiempos de congelacién, tanto si se valora por la

tinciéon de Azul de Tripan como por la Doble Fluorescencia (Pkw < 0.001, en ambos casos).

La representacion de los datos se hace mediante el post-test Bonferoni, cuyos

resultados se expresan en la Tabla 7 y en la Figura 14:

Tabla 7. Resultados del post-test Bonferoni para ambas tinciones: Superindices con diferente letra, para cada una de

las técnicas, sefialan que existen diferencias significativas (P<0.05).

FRESCA 10 96,15 (87-99,4)° 93,2 (75,2-98)°
24 HORAS 10 44 (25-82) 39,85 (16,3-80)
48 HORAS 10 7,6 (1,7-16,7) 6 (2-18)
72HORAS 10 5,65 (1,20-12,3) 4,95 (0-15,80)°
96 HORAS 10 0,75 (0-7,5)° 0,75 (0-7,2)°
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Figura 14. Representacion grdfica de la relacion de los resultados de viabilidad para cada tincion con los tiempos de
tratamiento térmico.

En ambas tinciones (Figura 14) se observa que el porcentaje de viabilidad disminuye en
funcién de las horas que se congela la muestra. Esta disminucién apenas se observa a partir de
las 48 horas de congelacion (el porcentaje de viabilidad es similar entre las 48, 72 y 96 horas de
congelacién, siendo menor del 20%). La reduccion de viabilidad es estadisticamente significativa
entre la muestra fresca y tras la congelacion de 48, 72 y 96 horas. También entre las 24 y 72
horas y entre las 24 y 96 horas. Por tanto, a partir de las 48 horas la viabilidad es menor del 18%,
a partir de las 72 horas menor del 15,8 % y a partir de las 96 horas menor del 7,5%. En conclusion,
lo ideal seria congelar la carne entre 48 y 96 horas para inactivar el parasito, siendo mds efectivo

durante 96 horas.
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Los resultados entre ambas tinciones han sido concluyentes, sin embargo, la evaluacion
de la viabilidad mediante contaje con cdmara de Neubauer podria ser un proceso tedioso si el
tamanfio de la muestra fuese mas grande. Si fuese el caso, se podria emplear el contaje mediante
citometria de flujo con la doble tincién de fluorescencia y con AT, tal y como se indica en el
estudio realizado por Avelar-Freitas et al. (2014), donde la correlacién entre el AT y el IP con
citometria de flujo es bastante buena (r’=0,9758). De todas formas, se hubiese podido utilizar
solamente la tincién de fluorescencia con el IP, ampliamente utilizado para determinar la
viabilidad de otros parasitos, ya que este tifie de rojo el nucleo de las células dafiadas sin tener
que utilizar el CFD. No obstante, la combinacién de ambos es interesante para observar bien el

contraste entre las células vivas y las muertas.

En cuanto a la tincidn con AT, a pesar de ser una técnica rapida y sencilla, Strober (2015)
plantea que la medicidn de la viabilidad a partir de la integridad de la membrana celular, al ser
un método indirecto puede suponer un problema. Por lo tanto, puede darse que una célula con
la membrana dafada pueda seguir siendo viable gracias a la capacidad de reparacion de ese
dafio o que una célula con la membrana intacta no sea viable funcionalmente. Ademas, la
conservacioén de las muestras tefiidas no es posible puesto que a medida que aumenta el tiempo
de exposicion de las células al colorante, estas lo incorporan, sobreestimando los resultados de
células no viables (Avelar-Freitas et al., 2014). Otro inconveniente de la técnica, segin expone
In Kim et al. (2016), son los problemas ambientales y sanitarios que presenta el AT por posibles
efectos teratogénicos, aunque en este caso no supone un problema debido a las pocas muestras
analizadas y la seguridad empleada en el manejo de los colorantes. Aun asi, la Eritrosina B es
mas segura que el AT, por lo que se hubiese podido emplear esta primera para la determinacion

de viabilidad.

En lo que respecta al tratamiento térmico aplicado, en la Tabla 2 se muestran diversos
estudios en los que se ha obtenido la temperatura y tiempo minimo de tratamiento para la
inactivacién de los bradizoitos, basandose la mayoria en la infectividad de éstos. De los estudios
qgue emplean tinciones vitales para la evaluacidon de viabilidad, el que obtiene resultados
similares a los obtenidos en este TFG es el de Koudela and Steinhauser (1984), donde la

viabilidad se evaliia mediante la tincion fluorescente DAPI.

Si comparamos los resultados en funcidn de las especies de Sarcocystis, deducimos que,
probablemente S. gigantea esté presente en las muestras analizadas en este TFG, ya que estas
contenian quistes macroscopicos, descartando S. medusiformis por su baja prevalencia en

Europa. De todas formas, aunque los animales fueron sacrificados al matadero (por lo que se
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sobreentiende que no tenian sintomatologia), no se puede descartar la presencia de S. tenella o

S. arieticanis, porque no se pudo demostrar su presencia.

Collins y Charleston (1980) fueron los Unicos en estudiar la viabilidad de Sarcocystis
gigantea tras aplicarle un tratamiento térmico. Sus resultados (Tabla 2) fueron muy diferentes
a los obtenidos en este TFG: en su estudio, los quistes seguian siendo infecciosos a los 60 dias
tras aplicar un tratamiento de -142C y a los 516 dias ya no eran infecciosos. Puede ser debido a
gue los quistes sean mas resistentes a -142C que a -202C y segun la metodologia empleada, no
se sabe si entre los 60 y los 516 dias se evalué la viabilidad. Por otra parte, se comprobd
alimentando gatos con quistes y observando la presencia de ooquistes o esporoquistes en sus
heces, sin indicar que porcentaje de los gatos se infectaron. En este TFG no se evalud la
infectividad sino la viabilidad, por lo que seria interesante estudiar si tras aplicar el tratamiento
térmico, aun con una baja viabilidad, los parasitos seguirian siendo infectantes. Sin embargo,
autores como Chen et al. (2007), en su estudio de cdmo afecta la congelacién a -202C durante
largos periodos de tiempo en la estructura del sarcoquiste, concluye que los bradizoitos se
degeneran y se disuelven con la congelacidn y que es probable que se pierda la actividad de los
bradizoitos, lo que podria significar que los quistes asi tratados ya no sean infecciosos. Ademas,
Van Bree et al. (2018), indican que no hay riesgo de transmisién a los animales congelando la

carne cruda durante uno o dos dias a -202C.

Como se ha mencionado anteriormente, el Unico método de prevencion de la
sarcocistosis es el control de la infeccidon de los HD (perro y gato). Al tratarse de animales
domésticos y de compafiia en la mayoria de los casos, la principal causa de infeccién ocurre en
aquellos perros y gatos que frecuentan las explotaciones ganaderas con mayor probabilidad de
alimentarse de carne cruda de los cadaveres, asi como perros y gatos callejeros que se alimentan
de basura. En estos casos es dificil hacer el control mediante el tratamiento térmico de la carne,
ya que lo mejor seria evitar el acceso a ésta. En los casos en los que si que se puede emplear es
en perros y gatos de compaiiia que siguen una dieta BARF (Biologically Appropriate Raw Food)
casera (Van Bree et al.,, 2018), congelando la carne cruda minimo 48 horas antes de

administrarla.

Los resultados obtenidos han sido favorables: hay una buena correlacién entre los
resultados de las dos tinciones y la viabilidad se reduce considerablemente a medida que los

tiempos de congelacion son mas elevados, sobre todo a partir de las 48 horas.
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CONCLUSIONES

= La congelacidon doméstica a -202C durante 48 horas o tiempos superiores es un método

eficaz para inactivar los bradizoitos de Sarcocystis en la carne cruda de ovino.

= Es el primer estudio que compara la tincién de Azul de Tripan con la doble tincion de

fluorescencia.

= Es el primer estudio que emplea la Doble tincidon de fluorescencia para determinar la

viabilidad de Sarcocystis.

= Tanto la tincién con Azul de Tripan como la doble tincidn de fluorescencia son métodos

eficaces para la determinacién de la viabilidad en Sarcocystis spp.

CONCLUSIONS

= Domestic freezing at -202C for 48 hours or more is an effective method to inactivate

Sarcocystis bradyzoites in raw sheep meet.
= |tis the first study to compare Trypan Blue staining with double fluorescence staining.
= Thisis the first study to use double fluorescence staining to evaluate Sarcocystis viability.

= Both Trypan Blue staining and doble fluorescence staining are effective methods to

determining Sarcocystis spp. viability.
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