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ABREVIATURAS

ADN: 4cido desoxirribonucleico

ARN: 4cido ribonucleico

csp: cantidad suficiente para completar volumen
cox I: subunidad | citocromo-oxidasa C mitocondrial
dpi: dias post infeccién

ELISA: ensayo de inmunoabsorcidn ligado a enzimas
HD: hospedador definitivo

HI: hospedador intermediario

hpi: horas post infeccién

IFl: inmunofluorescencia indirecta

ITS 1: espaciador transcripto interno 1

LAINPA: Laboratorio de Inmunoparasitologia

MEB: microscopia electrdnica de barrido

MET: microscopia electrénica de transmision

MLG: modelo lineal generalizado

MO: microscopia dptica

pb: pares de bases

pi: post infeccion

PBS: solucion buffer de fosfatos

PCR: reaccion en cadena de la polimerasa
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PCR-RFLP: PCR con polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccién
gPCR: PCR en tiempo real

SNC: sistema nervioso central

18S ARNr: 18S 4cido ribonucleico ribosomal

28S ARNr: 28S acido ribonucleico ribosomal
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TiTULO

Identificacion y diferenciacion de Sarcocystis spp. en suinos de Argentina

PALABRAS CLAVE

Sarcocystis spp., suinos, Argentina, diagndstico, microscopia, PCR.

RESUMEN

La sarcocystosis porcina es una infecciéon parasitaria de amplia distribucién mundial,
causada por una o mas especies de Sarcocystis (Phylum Apicomplexa), que afecta a los
cerdos domésticos (Sus scrofa domestica) y jabalies (Sus scrofa). Sarcocystis miescheriana
y S. suihominis afectan a suinos como hospedadores intermediarios y tienen como
hospedadores definitivos a los canidos y a los humanos (y otros primates),
respectivamente.

El objetivo de esta tesis doctoral fue la identificacién y diferenciacion de las especies de
Sarcocystis presentes en cerdos domésticos y jabalies de Argentina. Para ello, muestras de
musculos (principalmente diafragma) de 561 cerdos y 240 jabalies fueron analizadas por
métodos de microscopia y biologia molecular. Las muestras de cerdos se clasificaron
segln su sistema de cria como: intensiva (C/, n=295 animales mantenidos en
confinamiento durante la mayor parte de su ciclo productivo) o semiextensiva (CSE, n=266
animales criados al aire libre, en produccién familiar y/o de traspatio). Para el estudio de
las muestras de jabalies se establecieron tres regiones: Pampeana-Litoral (PL, n=56),

Noroeste Patagdnico (NOP, n=94) y Noreste Patagdnico (NEP, n=90). A su vez, las 240
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muestras de musculos recolectadas se procesaron como pool de musculos (n=113),
diafragma (n=76) y otros musculos (n=51).

En todas las muestras, tanto las de cerdos como las de jabalies, se realizd la observaciéon
directa de homogenatos en microscopio invertido, y se almacenaron alicuotas de éstos y
quistes individualizados para estudios moleculares. Se recogieron quistes de 10 cerdos y
de 11 jabalies para analizarlos por MET. Todas las muestras de jabalies y 202 muestras de
cerdos aleatoriamente seleccionados (n =104 y n ¢s¢=98) fueron analizadas por PCR del
fragmento del gen 18S ARNr de Sarcocystis spp. Ademads, las muestras que resultaron
positivas se procesaron mediante una PCR especifica de S. suihominis dirigida al gen cox .
El 24,8% (139/561) de las muestras de cerdos resultaron positivas por microscopia, siendo
significativamente mayor en los cerdos de CSE (34,6%; 92/266) respecto de los cerdos de
Cl (15,9%; 47/295) (p valor < 0,05). De las 202 muestras analizadas por PCR del fragmento
del 18S rRNA, el 47,5% (96/202) de los homogenatos analizados resultaron positivos, pero
ninguno para la PCR del gen cox I. Catorce y cuatro quistes individuales fueron positivos
para las PCRs del 18S ARNr vy del ITS1, respectivamente, y secuenciados. Las secuencias de
fragmentos del 185 ARNr oscilaron entre 613 y 880 pb y mostraron 100% de identidad
entre ellos y con las secuencias de S. miescheriana reportadas previamente, y las del ITS1
(entre 415 a 560 pb) mostraron una identidad de 99% - 99.8% entre ellos y con secuencias
de S. miescheriana. En cuanto al analisis histopatoldgico, de las 6 muestras analizadas sélo
2 presentaron 1 quiste cada una, y ninguna presenté lesiones. En todas las muestras
porcinas analizadas por MET, la ultraestructura de la pared quistica fue compatible con S.

miescheriana.
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El 48,3% (116/240) de las muestras de jabalies fue positivo por microscopia directa y el
45,8% (110/240) por PCR del fragmento del 185 ARNr. Dentro de éstas ultimas, el 3,6%
(4/110) resultaron positivas a la PCR de cox I. Sin embargo, la concentraciéon de ADN
obtenida en las muestras amplificadas resultd insuficiente para su posterior
secuenciacion. Las tasas de infeccidn con Sarcocystis spp. en jabalies de las regiones PL y
NOP resultaron significativamente mayores a la reportada en NEP. No se observaron
diferencias significativas en la tasa de infeccidn entre los musculos analizados. Por otro
lado, 17 quistes individuales fueron positivos por PCR para el fragmento de 18S ARN,
cuyas secuencias mostraron una identidad del 99,75% al 100% entre si y con las
secuencias de S. miescheriana. La ultraestructura de la pared de los quistes por MET fue
consistente con S. miescheriana en las 11 muestras; y en una de ellas se detectd también
un quiste de S. suihominis.

La prevalencia de Sarcocystis spp. fue significativamente mayor en jabalies que en cerdos,
incluso que los de CSE (p valor < 0,05). En conclusion, el hallazgo de la especie zoondtica S.
suihominis en una muestra de musculo de jabali representa el primer reporte en América
del Sur. Esto confirma un cierto riesgo de infeccién para los humanos, especialmente por
el consumo de carne cruda y/o insuficientemente cocida. A la fecha, este es el primer
estudio que analiza la tasa de infeccion con Sarcocystis spp. en suinos de Argentina,

mediante técnicas moleculares y de microscopia.
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TITLE

Identification and differentiation of Sarcocystis spp. in swines of Argentina.

KEY WORDS

Sarcocystis spp., swines, Argentina, diagnostic, microscopy, PCR.

ABSTRACT

Swine sarcocystosis is a parasitic infection with a worldwide distribution, caused by one or
more species of Sarcocystis (Phylum Apicomplexa) which affects domestic pigs (Sus scrofa
domestica) and wild boars (Sus scrofa). Sarcocystis miescheriana and S. suihominis affect
swine as intermediate host and have canids and humans (and other primates) as definitive
host, respectively.

The objective of this doctoral thesis is the identification and differentiation of Sarcocystis
species present in domestic pigs and wild boars from Argentina. Muscle samples (mainly
diaphragm) from 561 pigs and 240 wild boars were analyzed by microscopy and molecular
biology techniques. Pig samples were classified according to their farming system as:
intensive (IF, n=295, animals kept in confinement during most of their productive cycle) or
semi-extensive (SEF, n=266, animals raised outdoors, in family and/or backyard
production). Regarding wild boar samples, three regions were established: Pampean-
Litoral (PL, n=56), Northwestern Patagonian (NWP, n=94) and Northeastern Patagonian
(NEP, n=90). In turn, the 240 muscle samples collected were processed as muscle pool

(n=113), diaphragm (n=76) and other muscles (n=51).
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All samples, both pigs and wild boars, underwent direct observation of homogenates
using an inverted microscope, and homogenates aliquots and individualized cysts were
stored for subsequent molecular studies. Cysts were collected from 10 pigs and 11 wild
boars for transmission electron microscopy analysis. All wild boar samples and 202
randomly selected pig samples (ng=104 and nsgr=98) were analyzed by PCR of the 18S
rRNA gene fragment. In addition, the samples which were positive have been also
processed by means of a S. suihominis specific PCR directed to the cox | gene.

The 24.8% (139/561) of the pig samples were positive by direct microscopy, being
significantly higher in SEF pigs (34.6%; 92/266) compared to IF pigs (15.9%; 47/295) (p
value < 0.05). Of the 202 samples tested by PCR for the 185 rRNA fragment, 47.5%
(96/202) of the homogenates tested were positive, but none for cox | gene PCR. Fourteen
and four individual cysts were positive for the ITS1 and the 18S rRNA fragment PCRs,
respectively, and sequenced. Sequences obtained from the 18S rRNA ranged between 613
and 880 bp and showed 100% identity between them and with previously reported S.
miescheriana sequences, and the /TSI fragments were between 415 and 560 bp and
showed 99% - 99.8% identity between them and with S. miescheriana sequences.
Regarding the histopathological analysis, of the 6 samples analyzed only 2 presented 1
cyst each, and none presented lesions. In all porcine samples analyzed by TEM, the
ultrastructure of the cystic wall was compatible with S. miescheriana.

The 48.3% (116/240) of wild boar samples was positive by microscopy and 45.8%
(110/240) by PCR of the 18S rRNA fragment, of which 3.6% (4/110) were positive for cox |

PCR. However, the DNA concentration obtained in the amplified samples was insufficient
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for subsequent sequencing. Infection rates with Sarcocystis spp. in wild boars from the PL
and NWP regions were significantly higher than that reported in NEP. No significant
differences were observed in the infection rate between the muscles analyzed. On the
other hand, 17 individual cysts were positive by PCR for the 185 rRNA fragment, whose
sequences showed 99.75% to 100% identity with each other and with S. miescheriana
sequences. The ultrastructure of the cyst wall by TEM was consistent with S. miescheriana
in all 11 samples; and in one of them, a cyst of S. suihominis was also observed.

The prevalence of Sarcocystis spp. it was significantly higher in wild boars than in pigs (p
value < 0.05) even than in SEF pigs (p value < 0.05). In conclusion, the finding of the
zoonotic species, S. suihominis, in a wild boar muscle sample represents the first report in
South America. This confirms a certain risk of infection for humans, especially from the
consumption of raw and/or undercooked meat. To date, this is the first study to analyze
the rate of infection with Sarcocystis spp. in swine from Argentina, through microscopic

and molecular methods.
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1. INTRODUCCION

Las especies del género Sarcocystis son parasitos intracelulares, clasificados como
protozoos coccidios del phylum Apicomplexa, pertenecientes a la familia Sarcocystidae,
filogenéticamente relacionados con Neospora caninum vy Toxoplasma gondii. Las
Sarcocystis spp. son definidas como “formadores de quistes musculares”, particularidad
gue da nombre al género (del griego Sarcon = musculo y kistis = quiste) (Dubey vy col.,
2016).

A nivel mundial, la sarcocistosis es una de las infecciones parasitarias mas frecuentes en
animales de sangre caliente y poiquilotermos. Estos protozoos presentan ciclos evolutivos
indirectos obligados, facilitados por relaciones tréficas del tipo predador-presa, utilizando
generalmente herbivoros (presa) como hospedador intermediario (HI) y carnivoros u
omnivoros (predador) como hospedador definitivo (HD) (Dubey y col., 2016). En los HI se
multiplican asexualmente, formando quistes musculares, mientras que en los HD se
multiplican sexualmente en el intestino, eliminando con las heces esporocistos u
ooquistes. Esto ultimo, representa la fuente de infeccion para los HI, los cuales los ingieren
con el alimento y/o el agua contaminada (Fayer, 2004).

En particular, la sarcocystosis porcina es una infeccion de amplia distribucién mundial
causada por S. miescheriana y/o S. suihominis, especies productoras de quistes

musculares en los cerdos domésticos (Sus scrofa domestica) y jabalies (Sus scrofa).
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1.1 HISTORIA DEL GENERO SARCOCYSTIS

Friedrich Miescher, bidlogo y médico suizo, fue quien en 1843 hallé unas “fibrillas
blanquecinas” en musculo estriado de ratén (Mus musculus), que recibieron luego el
nombre de tubulos de Miescher (Fayer, 2004). Dentro de dichas fibrillas se observaban
unos orgdnulos que, en un principio, se consideraron esporas y fueron llamados
corpusculos de Rainey (Dubey y col., 1989a). En 1865 Kiihn encontrd estructuras similares
en el musculo del cerdo y las llamé Synchytrium miescheriana. Sin embargo, ésta no seria
la designacién definitiva del género, dado que ya estaba en uso para otro organismo
(Dubey y col., 1989b; Lindsay y col., 1995). Fue recién en 1882 que se introdujo el nombre
de Sarcocystis y, luego, en 1899 Labbé propuso a Sarcocystis miescheriana como especie
tipo del género (Dubey y col., 1989b). En las décadas siguientes, se nombraron muchas
especies de Sarcocystis basandose en el hallazgo de quistes musculares en distintos
animales, los cuales se denominaron en inglés como sarcocysts, cuya traduccion literal
seria sarcoquistes (Fayer y col., 2015).

Durante muchos afios, la posicidn taxonémica de Sarcocystis fue incierta y ampliamente
discutida. En 1882, Bitschli establecio a estos protozoarios dentro del orden
Sarcosporidia, pero continuaron oscilando entre los grupos Cnidosporidia, Acnidosporidia
y/o Spororozoa (Poulsen & Stensvold, 2014; Fayer y col., 2015). Esto se debid a que, en
estudios donde se inocularon quistes de Sarcocystis spp. en cultivos de células, éstos
desarrollaban hifas y micelios como resultado de la contaminacién vy, por lo tanto, se

pensé que este protozoario era un tipo de organismo fungico (Fayer y col., 2015).
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Fue recién en 1967 cuando se estudiaron los quistes musculares mediante microscopia
electronica de transmision (MET), y se observd que las estructuras contenidas dentro de
los sarcoquistes no eran esporas flungicas, sino zoitos morfolégicamente similares a los de
otros protozoos Apicomplexa, como T. gondii o Eimeria spp. (Fayer y col., 2015). En 1972,
se logré describir el ciclo biolégico como heteroxeno o indirecto, cuando se inocularon
sarcoquistes provenientes de musculos de aves en células de mamiferos cultivadas y se
desarrollaron estadios sexuales y ooquistes (Fayer, 1970; 1972; Heydorn & Rommel,
1972). Posteriormente, se identificaron diferentes ciclos del tipo indirecto obligado, con
estadios asexuales en los HI y sexuales en los HD (Fayer, 2004; Dubey y col., 2016).

Actualmente, se sabe que aquello que se denominaba como tubulos de Miescher
corresponde a las Ultimas generaciones de merontes en musculos o quistes musculares,
mientras que lo que se llamaba esporas son en realidad, los bradizoitos (o merozoitos de

divisién lenta) (Dubey vy col., 2016).

1.2 UBICACION TAXONOMICA

Sarcocystis spp. son protozoarios intracelulares del phylum Apicomplexa, del orden
Eucoccida, que infectan a mamiferos, aves y reptiles, ampliamente distribuidos a nivel
mundial (Dubey y col., 2016). En 1998, Odening actualizé la clasificacion taxondmica de
este género, incluyendo alrededor de 189 especies (Odening, 1998). Desde entonces, el
numero de especies descriptas ha ido aumentado, superando las 250 especies reportadas,
lo cual se asocia al creciente interés por Sarcocystis en la vida silvestre y en la salud

publica (Dubey vy col., 2016). Estos protozoarios pertenecen a:
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Phylum: Apicomplexa (Levine, 1979)

Clase: Sporozoasida (Leuckart, 1879)

Orden: Eucoccidiorida (Leger and Duboseq, 1910)
Familia: Sarcocystidae (Poche, 1913)

Género: Sarcocystis (Lankester, 1882)

Especie tipo: Sarcocystis miescheriana (Kuhn, 1865; Labbe, 1899)

1.3 MORFOLOGIA

Los zoitos de este género se caracterizan por presentar un complejo apical completo,
propio del Phylum Apicomplexa. Los bradizoitos representan el estadio parasitario
resultante de sucesivas divisiones asexuales lentas, presentes en quistes musculares. Sus
dimensiones varian segun las especies del género, pero la mayoria presentan forma de
“banana”, pudiendo medir entre 15-17 um de largo (Dubey y col., 2016).

De acuerdo a la especie, los quistes tabicados varian en tamafio y forma, en la mayoria de
las especies, son fusiformes y microscopicos (S. cruzi, S. neurona, S. miescheriana, entre
otras), mientras que algunas desarrollan quistes macroscopicos (S. gigantea, S.
hardangeri, S. aucheniae y S. hirsuta, entre otras). A su vez, todos los quistes se ubican
dentro de una vacuola parasitdfora, que se transforma en la pared del quiste y es Ila
interfaz de contacto con el citoplasma de la célula huésped, pudiéndose hallar mas de un
quiste por célula infectada (Regensburger y col., 2015; Dubey y col., 2016).

Los quistes de las distintas especies de Sarcocystis tienen una pared con caracteristicas

ultraestructurales propias, Utiles para distinguirlas, otorgandole valor diagndstico. Dicha
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pared representa la interfaz de comunicacidon de los protozoos con el citoplasma de la
célula hospedadora. Esta formada por modificaciones de la membrana de la vacuola
parasitéfora, una capa densa de electrones y una capa granular, de donde pueden surgir
tabiques (>2 um de espesor), que dividen al quiste en compartimentos, los cuales
contienen a los zoitos (Dubey y col., 2016). Esta pared puede ser lisa, estriada, hirsuta o
con protuberancias ramificadas que pueden contener granulos diminutos, cuerpos densos
en electrones y/o microtubulos (Dubey y col., 2016). A su vez, los quistes pueden seguir
aumentando de tamaiio, pero la estructura de la pared se estabiliza una vez que se han
formado los bradizoitos (Dubey y col., 2016).

Los ooquistes maduros presentan paredes delgadas y de facil ruptura, tal que es poco
frecuente observarlos en las heces de los HD. Es por esto que las estructuras infectantes
que comunmente se hallan en la materia fecal son los esporocistos (Dubey y col., 2016).
Estos tienen una pared formada por una capa externa, delgada y continua y una capa
interna gruesa. Presentan una morfologia oval y pueden medir entre 10 a 14 um de largo.
Durante el desenquistamiento en el tubo digestivo de los Hl, las sales biliares y/o la
tripsina actuan sobre esta pared, permitiendo la liberacion de esporozoitos en la luz
intestinal (Dubey y col., 2016). Estos se caracterizan por poseer: un cuerpo cristaloide, un
nucleo central o terminal y varios granulos citoplasmaticos. El cuerpo cristaloide consta de
granulos electrodensos y transparentes (38 nm de diametro) y, generalmente, se localiza
en la mitad posterior del esporozoito (Dubey y col., 2016). Cabe aclarar que tanto la
estructura de los ooquistes como de los esporocistos carecen de valor taxondmico

porque, en general, son estructuralmente similares entre las distintas especies.
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En lo que respecta a las especies que afectan a suinos como HI, tanto S. miescheriana
como S. suihominis presentan quistes de paredes gruesas y estriadas (= 3 um) (Fayer y
col., 2015; Dubey y col., 2016). Los quistes maduros de ambas especies pueden llegar a
medir 1500 um de largo por 200 um de ancho. En particular, la pared quistica de S.
miescheriana tiene un grosor de 3 a 6 um y aparece radialmente estriada, con una
membrana plegada formando vellosidades o protuberancias (vp) de hasta 5 um de largo y
1,3 um de ancho (MET tipo 10b, (Dubey y col., 2016). En cuanto a los quistes S. suihominis,
su pared tiene un grosor de 4 a 9 um y es de apariencia hirsuta, con vp de hasta 13 um de
largo (MET tipo 31) (Dubey y col., 2016). Por otro lado, los bradizoitos de S. miescheriana
miden 17,1 x 3,8 um, mientras que los de S. suihominis miden 15 x 4,5 um (Heydorn, 1977;

Mehlhorn, 1978; Mehlhorn & Heydorn, 1978; Avapal y col., 2003).

1.4 CICLO BIOLOGICO DE SARCOCYSTIS SPP.

Los bradizoitos de Sarcocystis spp. inducen la endocitosis e ingresan a las células del
intestino delgado de los HDs, donde se rodean de la pared celular formando vesiculas,
denominadas vacuolas parasitoforas. Alli se diferencian en micro y macrogametocitos,
etapa conocida como gametogonia. Posteriormente, ocurre la fusidon de las gametas y

produccién de ooquistes inmaduros (Fayer y col., 2015; Dubey vy col., 2016).

Todas las especies del género desarrollan la etapa de maduraciéon de ooquistes o
esporogonia en la ldmina propia del intestino del HD. Los ooquistes maduros o
esporulados estan formados por dos esporocistos, cada uno de los cuales contiene cuatro
esporozoitos y un cuerpo residual refractil (Dubey y col., 2016; Rosenthal, 2021). La pared
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de los ooquistes maduros es muy delgada y, generalmente se rompe liberando los
esporocistos con las heces, entre 7 a 15 dias pi, proceso que se mantiene durante varios
meses (Dubey y col., 2016). Cuando los esporocistos son ingeridos por un HI susceptible a
través de agua y/o alimentos contaminados, pasan al tracto gastrointestinal, donde su
pared es degradada, tanto por la accion de los jugos gastricos como por las enzimas
pancreaticas. De esta forma, los esporozoitos se liberan, migran a través del epitelio
intestinal y se multiplican asexualmente en las células endoteliales de los vasos
sanguineos (7-15 dpi) (Dubey y col., 2016). En general, se suceden varias generaciones de
multiplicaciéon asexual, etapa denominada esquizogonia o merogonia, dando origen a
esquizontes o merontes conteniendo numerosos merozoitos (Fayer y col., 2015; Dubey y
col., 2016). Los merozoitos derivados de la primera generacién invaden pequefios
capilares y vasos sanguineos, convirtiéndose asi en merozoitos de segunda generacion, los
cuales se dirigen a células musculares (principalmente: musculo estriado, esquelético y/o
cardiaco) (Rosenthal, 2021). Alli forman quistes tabicados que, inicialmente contienen
células globosas denominadas metrocitos, luego sufren varias divisiones internas
denominadas endodiogenia, generando asi merozoitos con forma de “banana”, que se
caracterizan por presentar una divisidon asexual lenta, motivo por el cual reciben el
nombre de bradizoitos (del griego: brady = lento, zoite = animal pequefio). Los quistes con
bradizoitos son considerados maduros e infectantes para los HD (Dubey y col., 2016).
Estos Ultimos adquieren la infeccidn tras consumir musculos de HI que contengan quistes
maduros, que al llegar al tracto gastrointestinal y por efecto enzimatico liberan los

bradizoitos, que ingresaran en células del epitelio intestinal y comenzaran la gametogonia
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(Fayer y col., 2015; Dubey y col., 2016). Hasta el momento, no se ha evidenciado que la
ruptura de quistes musculares en el HI pueda iniciar nuevas rondas de replicacién asexual
(Rosenthal, 2021). Las especies que afectan a suinos como HI presentan dos generaciones
de reproduccidn asexual (merogonia) de caracteristicas similares. La primera generacion
de esquizogonia ocurre en endotelio de arteriolas mesentéricas y, la segunda sucede en el
endotelio de diversos érganos. Los merontes de primera generacidn se desarrollan en la
primera semana pi, mientras que la segunda generacién merogonica se desarrolla de 7-13
y de 7-20 dpi en S. miescheriana y en S. suihominis (Fig.1 y 2), respectivamente (Heydorn,
1977; Mehlhorn, 1978; Mehlhorn & Heydorn, 1978; Barrows y col., 1982a; 1982b). Los
merozoitos de segunda generacién penetran en células del musculo esquelético estriado
y, en el caso de S. miescheriana, también en musculo cardiaco. En ambas especies, los

primeros quistes musculares se observan aproximadamente en uno o dos meses pi.
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Ciclo biolégico de Sarcocystis miescheriana
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Figura 1. A. Ciclo bioldgico de Sarcocystis miescheriana (Hl: suinos, HD: canidos).

Ciclo biolégico de Sarcocystis suihominis
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Figura 2. Ciclo biolégico de Sarcocystis suihominis. (Hl: suinos, HD: hominidos).
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1.5 PATOGENIA Y SIGNOLOGIA CLiNICA

La signologia y patogenicidad varian segln la especie de Sarcocystis causal de la infeccién
y del tipo de hospedador del que se trate. Sin embargo, la mayoria de las infecciones

naturales permanecen asintomaticas tanto en HD como en HI (Dubey y col., 2016).

1.5.1 SARCOCYSTOSIS EN HI

A pesar de la alta prevalencia reportada en varios paises (Pritt y col., 2008; Moré y col.,
2011; Vangeel y col., 2013), estos parasitos rara vez causan sintomas clinicos (Dubey y col.,
2016), ocasionando una miopatia subclinica (es decir, presencia de quistes musculares con
o sin inflamacién asociada, pero sin signos clinicos detectables). Sin embargo, se ha visto
que aquellas especies que tienen a los canidos como HD resultan ser las mds patdgenas
para los HI (Dubey y col., 2016), donde la severidad del caso depende de varios factores
como ser: la especie de Sarcocystis infectante, la cantidad de esporocistos ingeridos vy el
estado inmunolégico del animal (gestacidén, lactancia, estrés) (Lindsay y col., 1995; Fayer,
2004; Reiner y col., 2007a; 2007b; Caspari y col., 2011).

Los bovinos son HI de varias Sarcocystis spp. dentro de las que se destacan S. cruzi, S.
hirsuta y S. hominis, cuyos HDs son canidos, félidos y humanos, respectivamente.
Sarcocystis cruzi, la especie mas patdgena, presenta tropismo por el musculo cardiaco
donde forma quistes microscépicos (Bottner y col., 1987; Dubey y col., 1989a; Moré y col.,
2008; Dubey & Rosenthal, 2022). En general, cursa de manera crénica y asintomatica; sin
embargo, en infecciones experimentales con altas cargas (>2*10° esporocistos) puede
desarrollar: anorexia, diarrea, pérdida de peso, debilidad, contracciones musculares,
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postracién e incluso la muerte. Las hembras prefiadas pueden sufrir mortalidad
embrionaria, aborto o nacimiento de terneros débiles o muertos, y en terneros se vinculd
la sarcocystosis con pérdidas en la ganancia diaria de peso (Dubey y col., 2016; Moré y
col., 2010). Tanto S. hominis, cuya relevancia radica en su cardcter zoondtico (Fayer, 2004;
Rosenthal, 2021), como S. hirsuta, productora de quistes macroscopicos, se han reportado
principalmente en musculo esofagico, lomo y diafragma (Dubey y col., 1989b; Moré y col.,
2011). A la fecha, existe un solo reporte de decomiso de 18 bovinos que contenian quistes
de S. hirsuta, presentes en el diafragma, musculos de extremidades y del eséfago (Dubey y
col., 1990).

Por otro lado, la miositis eosinofilica (ME) en bovinos es una condicion inflamatoria
especifica de los musculos estriados, producida por la acumulacién de eosinéfilos (Vangeel
y col.,, 2013; Dubey & Rosenthal, 2022). Esta patologia afecta a casi todos los musculos
estriados (incluyendo musculos esqueléticos, del ojo, de la laringe y del corazén) y se ha
encontrado asociada con estas tres especies de Sarcocystis previamente descriptas (Imes
& Migaki, 1967; Jensen y col., 1986; Saito y col., 1993; Vangeel y col., 2013). La ME suele
detectarse post mortem cuando se inspecciona la carne, pudiendo ser motivo de
decomiso en los mataderos (Jensen y col., 1986; Dubey & Rosenthal, 2022). Si bien la
etiologia de esta patologia sigue siendo incierta, se ha considerado que Sarcocystis spp.
son la causa de la ME, lo cual fue respaldado por el hallazgo de anticuerpos IgE especificos
de Sarcocystis en las lesiones (Granstrom y col., 1990a).

Por otro lado, los camélidos sudamericanos actuan como HI de S. aucheniae y S. masoni

formadores de quistes macrocrosc y microscopicos, respectivamente, siendo los canidos
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los HDs para ambas especies (Carletti y col., 2013; Lucas y col., 2019; Moré y col., 2016;
Wu vy col., 2022; Rodriguez y col., 2023). En general, la infeccidn resulta asintomatica,
aunque existen algunos reportes de cuadros agudos con signologia sistémica y aborto en
alpacas y llamas (La Perle y col., 1999; Gabor y col., 2010). A nivel mundial, el principal
problema radica en la presencia de quistes macroscépicos de S. aucheniae en carne de
consumo (Regensburger y col., 2015; Moré y col., 2016). En consecuencia, se producen
decomisos o depreciaciones que dificultan la comercializacion (Leguia, 1991; Saeed vy col.,
2018). En el hombre, la ingesta de carne insuficientemente cocida y/o cruda infectada con
quistes de S. aucheniae, produce un cuadro de intoxicacién alimentaria, aparentemente
debido a la sarcocystina, un conjunto de proteinas tdxicas presentes en dichos quistes
(Leguia, 1991; Lucas Lopez, 2013).

Los equinos son HI de S. fayeri y S. bertrami, especies que utilizan a los canidos como HD.
En general la infeccion es asintomdatica. Por otro lado, actian también como
hospedadores aberrantes de S. neurona causal de la mieloencefalitis protozoaria equina
(EPM, por su sigla en inglés), siendo ésta una enfermedad progresiva y debilitante que
afecta el SNC de los caballos en América (Masri y col., 1992; MacKay, 1997; Dubey vy col.,
2001b). Dentro de sus HD se destacan: la comadreja o zariglieya norteamericana
(Didelphis virginiana) y la sudamericana (D. albiventris) y dentro de sus HI se encuentran:
mapaches (Procyon lotor), armadillos (Dasypus novemcinctus), nutrias marinas (Enhydra
lutris), zorrinos (Conepatus spp. y Mephitis spp.) y gatos (Felis silvestris catus) (Dubey y
col., 2001b; Tanhauser y col., 2001). El caballo se infecta al ingerir alimentos y/o agua

contaminados con esporocistos presentes en las heces de los HD, y la signologia estaria
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dada por la inflamacién generada en relacién a los estadios asexuales de S. neurona en el
cerebro y la médula espinal (Dubey y col., 2015; Reed y col., 2016). Los signos clinicos
dependen de la localizacion de este protozoario dentro del SNC, pudiendo generar:
debilidad, tropiezos frecuentes, mala posicion de uno o varios miembros, atrofia de los
musculos por denervacion, ataxia, inclinacién de la cabeza y/o asimetria facial. Algunos
caballos afectados con EPM tienen una funcidon anormal de las vias respiratorias
superiores, cojera o incluso convulsiones (Dubey y col.,, 2015). Esta patologia afecta
negativamente a la produccién equina debido a la muerte de los caballos, su pérdida o
disminucion en el rendimiento deportivo, e incluso los altos costos de la atencidn clinica,
asi como también su diagndstico y tratamiento (Dubey y col., 2001b).

Sarcocystis nesbitti, se hallé por primera vez en musculos de Macacos rhesus (Mandour,
1969), siendo los HI los primates -incluidos los humanos- y las serpientes como pitén
reticulada (Braghammerus reticulatus syn. Python reticulatus) y la cobra monocular (Naja
kaouthia) como sus HD (Dubey y col.,, 2016). Los primates se infectan tras ingerir
esporocistos presentes en alimentos y/o agua contaminados con heces de serpientes. En
ellos, las infecciones tienen una fase temprana de desarrollo en el endotelio vascular,
presentando signos clinicos como fiebre, dolor de cabeza, y posteriormente mialgia y
miositis, debido a la formacidn de quistes intramusculares (Fayer, 2004; Rosenthal, 2021).
Notablemente, la mayoria de los casos de sarcocistosis muscular en humanos se han
reportado en areas tropicales habitadas por varias especies de serpientes de gran porte

(Abubakar y col., 2013; Esposito y col., 2014; Lau y col., 2014; Shahari y col., 2016).
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1.5.1.1 SARCOCYSTIS SPP. EN SUINOS

Hasta el momento, se han reportado 3 especies de Sarcocystis que afectan a los suinos
como Hl, las cuales tienen diferentes HD: los canidos (Canis lupus familiaris, C. lupus, C.
aureus, Vulpes vulpes y V. lagopus) y prociénidos (mapaches o Procyon lotor) actan como
HD de S. miescheriana, los primates humanos y no humanos (Macaca mulatta, Macaca
irus, Pan troglodytes y Papio cynocephalus) de S. suihominis, siendo ésta una especie
zoonotica y los félidos de S. porcifelis (Meshkov, 1980; Dubey, 2015). Sin embargo, la
validez de esta ultima especie estd en discusidn, ya que se desconoce su distribucién,
patogenicidad y demds caracteristicas morfoldgicas, asi como la ultraestructura de la
pared y su tamafio (Avapal y col., 2004).

Por otro lado, se sabe que la tasa de infeccidn con Sarcocystis spp. en cerdos domésticos
es menor que en cerdos salvajes, lo cual se explicaria considerando a las condiciones de
cria como un potencial factor de riesgo para la infeccién con dichos protozoarios (Dubey y
col., 2016). A su vez, se considera a S. miescheriana como la especie mas patogena, debido
a que puede ocasionar pérdidas significativas en la produccién de carne y signologia
clinica como: pérdida de peso, dermatitis, disnea, temblores musculares y dificultades
locomotoras severas, aborto e incluso la muerte. Las anomalias clinicas se acompanaron
de hallazgos en los resultados de laboratorio como anemia grave, leucopenia,
trombocitopenia, y coagulacién intravascular diseminada (Reiner y col., 2002; Caspari y
col., 2011; Dubey y col., 2016). En este sentido, en infecciones experimentales con S.

miescheriana en cerdos se observd que, al administrar dosis bajas (hasta 1*10°
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esporocistos), se manifestaban signos leves o subclinicos, mientras que las dosis altas (>
3*10°% esporocistos) pueden provocar la signologia previamente enunciada (Prestwood vy
col., 1980; Barrows y col., 1982a; 1982b; Daugschies y col., 1988).

Asimismo, se encontré asociacidon entre el genotipo del HI y la susceptibilidad a la
infeccién, habiéndose encontrado evidencias de genes que regulan la resistencia a S.
miescheriana. En este sentido, se vio que cerdos de la raza Pietrain desarrollaron una
enfermedad mas grave que los de la raza Meishan (Reiner y col., 2002; 2007a; 2007b). Por
otro lado, se ha encontrado que cerdos infectados de manera crénica por via oral, con
dosis bajas de esporocistos de S. miescheriana (1000 - 50000 esporocistos), se vuelven
inmunes cuando se los desafia 80 dpi a dosis letales (>3*10° esporocistos) (Weber y col.,
1983), sin embargo, este efecto inmunizante para S. miescheriana, no resulté protector

contra esporocistos de S. suihominis (Dubey y col., 2016).

1.5.2 SARCOCYSTIS SPP. EN HD

Hasta el presente, se han descripto tres especies de Sarcocystis de interés en salud
publica, que tienen a los primates -humanos incluidos- como HD: S. suihominis, S. hominis
y S. heydorni, siendo suinos los HI para la primera, y bovinos para las dos ultimas especies
(Dubey, 2015; Rosenthal, 2021).

La patogenicidad de S. suihominis en infecciones humanas, es mayor que la reportada por
S. hominis (Dubey y col., 1988; 2016). La mayoria de los casos de infeccion con S.
suihominis son asintomaticos y autolimitantes y, por lo general, se resuelven dentro de las

36 horas desde su inicio a las 6 hs pi (Fayer, 2004; Abdel-Hafeez y col., 2015; Dubey, 2015;
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Fayer y col., 2015). Sin embargo, casos sintomaticos reportados y/o aquellos provenientes
de infecciones experimentales, informaron sintomatologia gastrointestinal difusa
(nduseas, vomitos, diarrea aguda o croénica y dolor abdominal) de mayor duracién
(Poulsen & Stensvold, 2014; Rosenthal, 2021).

El ganado bovino es considerablemente propenso a la infeccion por Sarcocystis spp.
(>62%), desempefiando un papel fundamental en la diseminacién de las especies
zoonéticas (S. hominis y S. heydorni) (Shams y col., 2022), ya que el consumo de carne de
res poco cocida y conteniendo quistes de S. hominis y/o S. heydorni tendria una frecuencia
relativa alta (Yangy col., 2018; Imre y col., 2019; Rosenthal, 2021). La infeccidn natural y/o
experimental con S. hominis en humanos, demostré una leve sintomatologia
gastrointestinal (nduseas, dolor de estdmago y diarrea), trastornos respiratorios e incluso
taquicardia (Fayer, 2004; Fayer y col., 2015), que pueden durar entre 24-36 hpi y la
eliminacion de esporocistos ocurre entre 14 y 18 dpi (Dubey y col., 2016). En lo que
respecta a S. heydorni, tanto su prevalencia a nivel mundial como su patogenicidad adn

son poco conocidas (Hu y col., 2016; Rosenthal, 2021).

1.6 METODOS DIAGNOSTICOS

A lo largo de los afos, se han utilizado diferentes métodos diagndsticos de sensibilidad y
especificidad variable, tanto en HI como en HD (Dubey y col., 2016). En general, los mas
utilizados son los métodos directos (deteccion de los protozoos o moléculas de éstos). Por

otro lado, los métodos indirectos (principalmente deteccidon de anticuerpos por diferentes
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métodos seroldgicos) también representan importantes herramientas para el diagnéstico

de la sarcocystosis (Rosenthal, 2021).

1.6.1 METODOS DIAGNOSTICOS DIRECTOS

Dentro de estos métodos se destacan, en los HI: digestion artificial, histopatologia,
inmunohistoquimica, MO, MEB y MET; en los HD, técnicas coproparasitolégicas y en

ambos hospedadores, estudios moleculares basados en PCR.

1.6.1.1 EXAMEN EN FRESCO DE MUSCULOS

En las especies de Sarcocystis que presentan quistes macroscépicos, la deteccidén es
mediante inspeccién directa de los musculos del HI, mientras que aquellas especies

formadoras de quistes microscépicos se analizan mediante MO (Dubey y col., 2016).

En el caso particular del diagndstico en suinos, el examen en fresco por MO permite
determinar, de manera rapida, si una muestra es positiva a la presencia de Sarcocystis
spp. Sin embargo, esta metodologia no permite diferenciar especies, ya que los quistes
tisulares de S. miescheriana y S. suihominis son similares, por lo que se requieren estudios
complementarios para una correcta diferenciacion de especie (Saito y col., 1998; Caspari y

col., 2011).

1.6.1.2 DIGESTION ARTIFICIAL

La digestidn artificial de tejido es uno de los métodos mas sensibles para detectar una

infeccidn por Sarcocystis spp. El procedimiento implica la incubacién de musculos con
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solucion de HCl-pepsina, lo que produce la liberacidon de cientos o miles de bradizoitos
(Box & McGuinness, 1978; Collins y col., 1980; Bottner y col., 1987) que luego son
concentrados por centrifugacién y observados por MO. Asimismo, los bradizoitos
obtenidos pueden ser utilizados como antigenos. Sin embargo, al igual que la técnica
anterior, tiene como desventaja que, al disolverse la pared del quiste por la digestion,
resulta imposible distinguir especies, por lo que habria que aplicar métodos

complementarios como los moleculares (Dubey y col., 2016).

1.6.1.3 HISTOPATOLOGIA

Mediante estudios histolégicos puede lograrse la diferenciacién morfolégica de
Sarcocystis spp., y la observacién de cambios patolégicos asociados a la presencia de
quistes. Sin embargo, el diagndstico de aborto inducido por Sarcocystis spp. resulta
problematico ya que el pardsito no se suele encontrar en tejidos fetales, por lo que se
recomienda el analisis de tejidos y suero de la madre y placenta (Dahlgren y col., 2007;
Dubey y col., 2016). Por otro lado, si bien el examen histolégico es necesario para estudiar
la morfologia del quiste, este método es el menos sensible, debido a que sdélo se puede
observar una submuestra de una pequeiia cantidad de tejido (Saito y col., 1998; Caspari y

col., 2011).

1.6.1.4 INMUNOHISTOQUIMICA

La inmunohistoquimica con anticuerpos especificos es una herramienta muy util para el

diagndstico de pardsitos presentes en cortes histolégicos (Dubey y col., 2016). Sin
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embargo, la especificidad depende de la pureza de los reactivos, la variabilidad antigénica
entre las especies de Sarcocystis utilizadas y los hospedadores utilizados para producir
anticuerpos (Dubey y col., 2001a). Es por esto que las reacciones cruzadas entre especies
de Sarcocystis, cuando se utilizan anticuerpos policlonales, puede ser un problema
(Granstrom y col., 1990b; 1991). Si bien se han caracterizado anticuerpos monoclonales
especificos contra unas pocas especies de Sarcocystis, éstos no estan disponibles

comercialmente para uso diagndstico de rutina (Dubey y col., 2016).
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1.6.1.5 MICROSCOPIA ELECTRONICA: MET y MEB

La MET se trata de una técnica muy especifica ya que permite la identificacién de la
ultraestructura de la pared de los quistes, haciendo posible la diferenciacion a nivel de
especie (Ludvik, 1960; Simpson & Forrester, 1973; Dubey y col., 2016). A la fecha, se han
descripto por MET mds de 42 tipos y numerosos subtipos de paredes quisticas (o0 MET
types) (Dubey y col., 2016). Sin embargo, si bien esta técnica es enriquecedora a nivel
descriptivo, su elevado costo y el tiempo que conlleva, hace que en general no forme

parte del diagndstico de rutina (Dubey y col., 2016).

Por otro lado, varias investigaciones que aplicaron MEB han demostrado que diferentes
especies de Sarcocystis presentan configuraciones superficiales tipicas (Bottner y col.,
1987; Gjerde, 2009). Por lo tanto, se considera que esta técnica proporciona una imagen
tridimensional de la estructura de la pared del quiste. De esta forma, se pueden revelar
similitudes y diferencias morfoldgicas entre diferentes especies de Sarcocystis, que no son
facilmente discernibles mediante MO y/o MET (Srolte y col., 1996). Sin embargo, la MEB
tiene un uso limitado debido al dificil acceso a parasitos intracelulares, a los costos vy al

tiempo que conlleva dicho procedimiento (Srolte y col., 1996).

La combinacion de fotografias obtenidas de estudios por MO, asi como las obtenidas por
MET y/o MEB resultan sumamente utiles y enriquecedoras para comprender la morfologia
y la configuracidn de la superficie y de las protuberancias de la pared de los quistes de las

especies de Sarcocystis (Srolte y col., 1996; Dubey y col., 2016).
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1.6.1.6 EXAMEN COPROPARASITOLOGICO

El examen coproparasitolégico incluye diferentes técnicas de flotacion, sedimentacion-
flotacion combinadas y menos frecuentemente de sedimentacion (Fayer, 2004;
Tungtrongchitr y col., 2007; Dubey y col., 2016). Los métodos mas utilizados son los de
concentracion por flotacion en soluciones concentradas de azucar o sales (ZnSO4 0 NaCl;
densidad > 1,20) que permitan observar los tipicos esporocistos ovales de 10 a 14 um en
la MO (Dubey y col., 2016). Los esporocistos de las diferentes especies tienen una
morfologia semejante, por lo que se requieren estudios moleculares o de infecciéon
experimental para diferenciar especies (Dubey y col., 2016). Notablemente, la tincién de
Ziehl-Neelsen, cominmente utilizada para la deteccion Cryptosporidium spp. en las heces,
no es captada de manera uniforme por los ooquistes/esporocistos de Sarcocystis, por lo

que éstos pueden pasar desapercibidos (Poulsen & Stensvold, 2014).

Uno de los métodos mas sensibles es la deteccién de esporocistos/ooquistes en muestras
de intestino colectadas durante la necropsia de animales sospechados como HDs. Para
esto se utiliza el raspado de la mucosa como material para las técnicas de concentracion

antes mencionadas (Dubey y col., 2016).

1.6.1.7 ESTUDIOS MOLECULARES

Los estudios moleculares son actualmente esenciales para la identificacion especifica,
tanto en HI como en HD. Previo a la implementacién de la biologia molecular, la
identificacion de las especies presentes en Hl se basaba principalmente en diferencias
morfoldgicas, propias de los quistes y en estudios de infecciones experimentales (Saito y
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col., 1998; Claveria y col., 2001; Dubey y col., 2016). Sin embargo, durante los ultimos 20
afios, los métodos moleculares han dado lugar a diagndsticos mads certeros, eficientes y
confiables (Stojecki y col., 2012; Imre y col., 2017; Gazzonis y col., 2019; Huang y col.,
2019; Chauhan y col., 2020; Prakas y col., 2020;).

Trabajos recientes sobre diagndstico e identificacién de Sarcocystis spp., han secuenciado
y analizado cuatro loci, siendo éstos: 18S rRNA, 28S rRNA, ITS1 y cox | (Moré y col., 2013;

Gazzonis y col., 2019; Huang y col., 2019; Chauhany col., 2020; Prakas y col., 2020).

El 185 rRNA fue el primer locus secuenciado, siendo ampliamente utilizado en Ia
identificacion de numerosas especies de Sarcocystis, asi como también en Ia
reconstruccién de sus relaciones filogenéticas (Xiang y col., 2009; Kia y col., 2011; Moré y
col., 2013; Huang y col., 2019; Chauhan y col., 2020). Sin embargo, hay que considerar que
el poder discriminatorio de este gen a la hora de diferenciar linajes entre especies
estrechamente relacionadas no es muy eficiente, debido a su naturaleza altamente
conservada (Gazzonis y col.,, 2019; Huang y col., 2019; Prakas y col., 2020; Rosenthal,

2021).

Por esta razén, para realizar un diagndstico preciso seria conveniente el uso de mas de un
marcador genético (Robertson y col., 2019; Rosenthal, 2021). Esto resulta muy dutil e
interesante, sobre todo cuando algunas especies exhiben una variacién de secuencia
intraespecifica relativamente baja en una regién dada, asi como también para delimitar
diferencias genéticas entre especies estrechamente emparentadas que comparten

hospedador (Gjerde, 2013; Gazzonis y col., 2019; Huang y col., 2019; Prakas y col., 2020).
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Por esto, la eleccion del locus empleado para la identificacidon de especies de Sarcocystis
depende del huésped en cuestion (Robertson y col., 2019; Prakas y col., 2020). Por
ejemplo, cox I es el mas apropiado para diferenciar especies de Sarcocystis que emplean a
rumiantes como HI (Gjerde, 2013; Prakas y col., 2021); en cambio, las especies de
Sarcocystis que tienen a las aves como HI se puede diferenciar claramente utilizando los
marcadores /TS1y 28S rRNA, siendo el primero el que presenta mayor variabilidad (Dubey
y col., 2016; Prakas y col., 2018). En lo que respecta a suinos, tanto /TSI como cox I se han
convertido en los marcadores moleculares mas fiables, capaces de detectar diferencias
moleculares entre S. miescheriana y S. suihominis (Caspari y col., 2011; Gjerde, 2013;
Prakas y col., 2020), en comparacion con los resultados obtenidos a partir del 185 RNA y

28S rRNA (Gazzonis y col., 2019; Huang y col., 2019).

A su vez, estudios filogenéticos realizados en los ultimos afos han revelado que, tanto S.
miescheriana como S. suihominis, son especies “hermanas” o estrechamente
emparentadas (Gazzonis y col.,, 2019; Huang y col.,, 2019; Prakas y col., 2020). En los
ultimos afios han aumentado el numero de secuencias disponibles para estas especies en
Genbank: existen 53 y 22 secuencias del 18s rRNA, para S. miescheriana y S. suihominis,
respectivamente y 86 y 3 secuencias de cox I, para S. miescheriana y S. suihominis,

respectivamente.

Por otro lado, la PCR-RFLP ha permitido una clara comprensién del polimorfismo genético
de este género. En este sentido, esta herramienta ha permitido dilucidar, sugerir e

identificar Sarcocystis spp. en distintos hospedadores (Yang y col., 2002; Elsheikha, 2005;
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Xiang y col., 2009). Por tal motivo, representa una prueba util para evidenciar patrones no
convencionales de variacion de secuencias (Calero-Bernal y col., 2016; Imre y col., 2019;

Rosenthal, 2021).

Sin embargo, muchas de estas técnicas tienen dificultades para la identificacion de
coinfecciones en muestras de musculos y la mayoria de los primers utilizados son sdlo
género-especificos, resultando en secuenciaciones o patrones de RFLP superpuestos
(Rosenthal, 2021). Para solventar este problema, se ha propuesto la amplificacién y
secuenciacion de quistes musculares individualizados (Moré y col., 2013). La utilizacion de
primers especie especificos también ha sido propuesta, sin embargo, dada la pluralidad de

especies potenciales, en particular en HDs, su utilizacién no esta ampliamente difundida.

En los ultimos afos, se realizaron distintos estudios y desarrollos de técnica de qPCR (o
real time PCR), que al utilizar diferentes curvas de melting o sondas especificas permiten
la identificacion de las especies de Sarcocystis incluso en coinfecciones (Moré y col., 2013;
Rubiola y col., 2020). Mas aun, se ha convertido en una técnica efectiva para determinar
prevalencias, siendo esto relevante para el reporte de especies zoondticas (Rubiola y col.,
2020). Aun asi, este método requiere mejoras en su puesta a punto y una correcta

validaciéon para optimizar el diagndstico (Kaur y col., 2016).

A los fines epidemioldgicos y de investigacidn, se planteé la necesidad de distinguir los
esporocistos y/u ooquistes de Sarcocystis spp. presentes en los distintos HDs sin mediar
infecciones experimentales (Xiang y col., 2009). Por lo tanto, se validaron una serie de

técnicas moleculares que permitieron el diagndstico a partir de muestras de materia fecal
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y/o raspado de mucosa intestinal de los HD (Xiang y col., 2009; Imre y col., 2017; Prakas y
col., 2023), sin embargo, la baja cantidad esporocistos y/u ooquistes excretados en las
infecciones naturales y la abundancia de potenciales inhibidores en las heces hacen que

este enfoque sea técnicamente desafiante (Xiangy col., 2009).

Estas técnicas, por lo tanto, aportan ventajas en la identificacion de Sarcocystis spp. frente
a los estudios de microscopia tradicionales, aunque todavia se requiere mas trabajo para

evaluar y aumentar la especificidad y sensibilidad de dichos métodos.

1.6.2 METODOS DIAGNOSTICOS INDIRECTOS

La sarcocistosis en los Hls se puede diagnosticar mediante varios métodos seroldgicos,
siendo la prueba de IFl y ELISA los mas utilizados (Tadros & Laarman, 1982; Uggla &
Buxton, 1990; Dubey & Schares, 2006; Moré y col., 2010). Por otro lado, también se ha
puesto a punto la técnica de western blot para evaluar, de manera indirecta, la presencia

de S. neurona en caballos con signologia de EPM.

En cuanto a las técnicas de IFl y ELISA con antigeno total, sélo son aplicables para el
diagndstico de anticuerpos género especificos, ya que se evidencian reacciones cruzadas
entre especies heterdlogas (Tadros & Laarman, 1982; Moré y col.,, 2008; Poulsen &
Stensvold, 2014). A su vez, debido a que los antigenos se suelen obtener de quistes
musculares y consisten en bradizoitos o el lisado de éstos, los métodos de preparacién de
antigenos varian mucho de un lote a otro, motivo por el cual se considera que falta una

estandarizaciéon eficiente de estas pruebas (Dubey y col., 2016). Por otro lado, si bien se
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han detectado anticuerpos contra Sarcocystis spp. en distintos Hls, los titulos no siempre
se correlacionan con el estado clinico del animal en cuestion (Moré, 2008; 2009; 2010;
Dubey y col., 2016). Se desconocen los antigenos inmunodominantes (IDAs) de cada

especie de Sarcocystis que infectan a suinos (Moré y col., 2014; Dubey y col., 2016).

En 1993, se desarrollé un western blot para detectar anticuerpos contra antigenos
especificos de S. neurona (10, 5, 13 y 27 kD aproximadamente) en suero y liquido
cefalorraquideo de caballos, con sospecha de tener EPM (Granstrom vy col., 1993).
Trabajos posteriores indicaron que proteinas inmunodominantes de 17 y 29 kD
aproximadamente, son especificas de S. neurona, lo que sugiere un criterio diferente para
decretar como positiva una muestra (Lapointe y col.,, 1998; Rossano y col., 2000). Esta
técnica debe realizarse en conjunto con una minuciosa evaluacidén clinica y
determinaciones de laboratorio, para el correcto diagndstico diferencial de otras

enfermedades neuroldgicas en caballos (Daft y col., 2002).

1.7 TRATAMIENTO Y PROFILAXIS

Hasta ahora, no se conoce un tratamiento especifico y eficiente que esté dirigido tanto a
la infeccion muscular en HI como entérica en HD (Rosenthal, 2021). En lo que respecta a
humanos, no hay reportes de estudios sobre tratamiento y profilaxis. Por otro lado, se han
probado distintos fdrmacos que se utilizan principalmente como anticoccidianos en aves
de corral y han presentado resultados prometedores en bovinos, ovinos y caprinos
infectados experimentalmente (Fayer & Johnson, 1975; Leek & Fayer, 1980; 1983; Fayer &
Dubey, 1984; Fayer, 2004). Entre ellos, podemos mencionar:
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° Amprolio: administrado de 0 a 30 dpi, previno la enfermedad aguda e incluso la
muerte en bovinos infectados con S. cruzi (dosis sugerida: 100 mg/kg de peso corporal);

° Salinomicina: administrada de 1 a 30 dpi, previno muertes en ovejas infectadas con
S. tenella (dosis sugerida: 1 o 2 mg/kg de peso corporal);

° Halofuginona: previno la sarcocistosis aguda en cabras infectadas con S. capracanis
y en ovejas infectadas con S. tenella (dosis sugerida: 0,22 mg/kg de peso corporal). A su
vez, se encontrd que, al triplicar la dosis, esta droga evita la muerte en dichos animales
cuando cursan una sarcocistosis severa (dosis sugerida: 0,67 mg/kg de peso corporal)
(Voigt & Heydorn, 1981).

Se ha probado que la mayoria de los anticoccidiales afectan al estadio de merozoitos. En
este sentido se vio que, de las 4 fases de infecciones examinadas -migraciéon de
esporozoitos (2 a 10 dpi), primer merogonia (11 a 17 dpi), segunda merogonia (18 a 27
dpi) y formacién de quistes (28 a 50 dpi)-, los anticoccidiales fueron mas efectivos en la
etapa de la primer merogonia (Dubey y col., 2016).

A su vez, los resultados obtenidos a la fecha indican que los tratamientos aplicados contra
una especie particular de Sarcocystis no necesariamente son extrapolables a otras
especies del género (p. ej: el amprolio fue efectivo contra S. cruzi, pero no contra S. muris)
(Dubey y col., 2016). Asimismo, no existe una vacuna comercial que sirva para proteger al
ganado contra la sarcocistosis clinica (Dubey y col., 2016). En este sentido, la prevencion
es el principal método de control; por lo que, para poder interrumpir el ciclo bioldgico, se

deberian tener en cuenta las siguientes indicaciones:
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J El ganado muerto debe ser enterrado y/o incinerado, para evitar que los posibles
depredadores puedan tener acceso a ellos.

o La carne y/o las visceras crudas nunca deben darse a los carnivoros domesticados.
J En humanos, para prevenir la infeccién entérica con cualquiera de las especies
zoonoticas, se recomienda evitar la ingesta de carne de res y cerdo cruda o poco cocida:

- La congelacion entre -4 y -20°C durante 24-48 h, respectivamente, elimina el
potencial infeccioso de los quistes presentes en la carne (Gestrich & Heydorn, 1974;
Gormany col., 1984; Noh y col., 1988; Saleque y col., 1990).

- De acuerdo a las pautas generales de coccién de la carne, establecidas por el CDC:
la exposicidn al calor (2 55°C durante 20 min) inactiva a los quistes (Koudela &

Steinhauser, 1984; Saleque y col., 1990) (https://www.cdc.gov/foodsafety/es/keep-food-

safe-es.html).

) Para prevenir la infeccion en los HI, se recomienda evitar que las deyecciones de
los HD tomen contacto con el ambiente, agua y/o alimento de los primeros (Rosenthal,
2021)

) Se ha descripto que los esporocistos y ooquistes de S. neurona mueren cuando se
calientan a 60°C durante 1 min, a 55°C durante 15 min o a 50°C durante una hora y/o
cuando se congelan a -4°C y -20°C durante 48 y 24 horas, respectivamente (Dubey y col.,
2002). Asimismo, los desinfectantes de uso comun (p.ej.: 1% de yodo, 12% de fenol, 2% de
clorhexidina) no eliminan los esporocistos de S. neurona, pero si lo hace el hidréxido de

sodio al 5,25% (Dubey y col., 2002).
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1.8 EPIDEMIOLOGIA Y PERDIDAS ECONOMICAS

Las limitaciones de las distintas técnicas empleadas dificultan el diagndstico de la
enfermedad clinica, afectando el andlisis epidemioldgico de las infecciones agudas por
Sarcocystis. En consecuencia, la infeccién en HI es generalmente diagnosticada en su fase
cronica (presencia de quistes) (Dubey y col.,, 2016). A nivel general la infeccion con
Sarcocystis spp. en diferentes HI es una de las parasitosis mas frecuentes pudiendo llegar
hasta el 100% de los animales analizados.

Los estudios reportados a la fecha son dificiles de comparar entre si, ya que presentan
grandes diferencias respecto a los métodos diagndsticos empleados, el tipo y nimero de
muestras, el tejido muscular analizado y la edad del animal (Poulsen and Stensvold, 2014).
A su vez, muy pocos trabajos realizaron la identificacion o diferenciacién a nivel de
especie.

La sarcocystosis puede generar pérdidas econdmicas por diferentes circunstancias. Por un
lado, la Comunidad Econdmica Europea emitio la resolucion (EC) N° 852/2004 (CEE, 2004),
donde sugiere la inspeccidén de carnes en busca de especies zoonéticas de Sarcocystis, lo
gue ha generado decomisos y depreciaciones, sobre todo de carnes bovinas exportadas
desde Argentina y Brasil (Moré y col., 2013). Por otra parte, la presencia de quistes
macroscopicos en carne de camélidos sudamericanos (S. aucheniae), de bovinos (S.
hirsuta) y de ovinos (S. gigantea) se traduce en importantes pérdidas econdmicas para el

sector ganadero y para las industrias dedicadas a la elaboracion de productos derivados
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de la carne (Moré y col., 2013; Dubey y col., 2016). Es decir, no sdlo genera la disminucion
de la produccidn, sino una pérdida de su valor comercial, debido al decomiso de la carcasa
por el rechazo de la carne en los mercados (Moré y col., 2013; 2016; Dubey & Rosenthal,
2022).

Asimismo, si bien se sabe que se generan pérdidas econdmicas causadas por una menor
ganancia diaria de peso, menor produccién de leche y lana, problemas reproductivos,
enfermedades clinicas, entre otros, no hay valores en ddlares actualizados y disponibles

(Dubey y col., 2016).

1.8.1 SARCOCYSTIS SPP. EN SUINOS

La sarcocistosis porcina estd ampliamente distribuida a nivel mundial, con prevalencias
muy diversas. Distintas instituciones de seguridad alimentaria (entre ellas, la Autoridad
Europea de Seguridad Alimentaria y el SENASA, en Argentina) fomentan el seguimiento y
la caracterizacion de especies zoondticas de Sarcocystis en animales y alimentos (Taylor y
col., 2010; Rosenthal, 2020; 2021). A la fecha, se dispone de los siguientes reportes en

cerdos domésticos (Tabla 1):
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Tabla 1. Diagndstico de Sarcocystis spp. en cerdos domésticos a nivel mundial

. - METODO ESPECIE .
PAIS ANO . . TASA DE INFECCION REFERENCIA
DIAGNOSTICO DIAGNOSTICADA
. Examen en fresco de . o
Argentina 1980 musculos y MO Sarcocystis spp. 57,6% (Ntota=26) Bertero y col. (1980)
IFI 37% (Niota=53)
Brasil 2022 PCR del fragmento del Sarcocystis spp. Espindola y col. (2022)
as ystis spp 67.9% (Ntorai=53) P y
MET
2012 PCR del fragmento del - )
. . Unica especie hallada en
18S ARNr S. miescheriana . Yany col. (2012)
. . las 3 muestras analizadas
Examen en fresco de
China musculos y MO
Examen en fresco de . o
musculos y MO Sarcocystis spp. 37% (Niota=76)
2019 PCR de los fragmentos
del 185 ARNr 28S ARNT, S. miescheriana 33% (Ntota=76)
ITS1y cox | Huang y col. (2019)
PCR de los fragmentos
del 185 ARNr, 28S ARNT, S. suihominis 17% (Niota=76)
ITS1ycox |
Examen en fresco de
Egipto 2015 musculos y MO Sarcocystis spp. 68% (Ntota=100) Abdel-Hafezz y col. (2015)
Espaia 1988 Digestion Enzimatica Sarcocystis spp. 43% (N¢ora=100) Pereira & Bermejo (1988)
Filipinas 2001 MET S. miescheriana 27% (Niota=33) Claveria y col. (2001)
Digestion Enzimatica 60% (Nyota=229)
2004 Examen en fresco de Sarcocystis spp. Avapal y col. (2004)
musculos y MO 73% (Niotal=229)
Examen en fresco de . o
musculos y MO Sarcocystis spp. 58% (Niota=250)
india Digestion Enzimatica Sarcocystis spp. 67% (Ntota=250)
2015 PCR del fragmento del S miescheriana
185 ARNr - P ij;omir‘:is 73% (Niora=250) Kaur y col. (2016)
Secuenciacion '
No pudieron diferenciar S.
gPCR miescheriana y 76% (Ntota=250)
S. suihominis
Examen en fresco de 51% (Neora=57)
musculos y MO Sarcocystis spp. 0 total”
2020 Digestion Enzimatica 82% (Ntotal=57) chauh 1. (2020)
PCR del fragmento del Especie zoondtica hallada e
18S ARNr - Clonado y S. suihominis P
s en las 5 muestras
Secuenciacion .
analizadas
Japén 1998 Examen en fresco de Especie zoondtica hallada
P musculos y MO S. suihominis P Saito y col. (1998)
MET en 5 de las 600 muestras
analizadas
. . Examen en fresco de . "
Lituania 2019 Sarcocystis spp. 40% (Niotai=73) Januskevicius y col. (2019)

musculos y MO
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PAIS

METODO
DIAGNOSTICO

ESPECIE
DIAGNOSTICADA

TASA DE INFECCION

REFERENCIA

Malasia

2017

Digestion Enzimatica

Sarcocystis spp.

58% (Ntota=50)

Zainalabidin y col. (2017)

Rumania

2017

Examen en fresco de
musculos y MO

Sarcocystis spp.

23% (Ntota=64)

PCR —RFLPy
Secuenciacion del
fragmento del 185 ARNr

S. miescheriana

Unica especie hallada
en las 15 muestras
positivas al MO

Imre y col. (2017)

Suiza

2015

Histopatologia — PCR del
SSU ARNr — Secuenciacion

S. miescheriana

ler reporte de
sarcocistosis aguda y
fatal (infeccién natural)

Caspariy col. (2015)

USA

1993

Digestion Enzimatica

S. miescheriana

18% (ntotaI=893)

Dubey y col. (1993)

2015

Histopatologia

Digestion Enzimatica

Sarcocystis spp.

25% (Ntota=1006)

49% (Niora=147)

PCR del fragmento del
18S ARNr

S. miescheriana

100% (Ntota=44)

Calero-Bernal y col. (2015)

Uruguay

1991

Digestion Enzimatica

Sarcocystis spp.

57% (Niota=269)

Freyre (1991)
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En lo que respecta a jabalies, existen pocos estudios a nivel mundial sobre la deteccién de

Sarcocystis spp. Sin embargo, la mayoria de los casos reveld una prevalencia mayor que la

reportada en los cerdos domésticos (Dubey y col., 2016). Los reportes disponibles a la

fecha informan tasas de infeccidon que van desde el 32 al 97% y en la mayoria de ellos no

se realizo la identificacidn especifica (Tabla 2).

Tabla 2. Diagndstico de Sarcocystis spp. en jabalies a nivel mundial

PAIS ANO METODO DIAGNOSTICO ESPECIE DIAGNOSTICADA TASA DE INFECCION REFERENCIA
PCR del fragmento del 185 ARNr . 32% (Ngotal=8)
Espafia 2015 - Sarcocystis spp. Calero-Bernal y
Examen en fresco de musculos y MO
73% (Ntora1=910) col. (2015)
Histologia Sarcocystis spp. 32% (Ngota=100) .
. - - Gazzonis y col.
Italia 2019 PCR del fragmento del 185 ARNr — S. miescheriana
L o 97% (Ntora1=100) (2019)
Secuenciacion S. suihominis
Examen en fresco de musculos y MO 87% (Niota=140)
. . . — - Prakas y col.
Letonia 2020 PCR del fragmento del 18S rRNA, S. miescheriana Unica especie hallada en 23 (2020)
ITS1y cox I. quistes aislados por MO
S. miescheriana Coelho y col.
— o =
Portugal 2015 PCR del fragmento. d?I’185 ARNr S, suihominis 74% (Ntota=103) (2015)
Secuenciacion
Examen en fresco de musculos y MO
Digestion Enzimatica Sarcocystis spp. 60% (Ntota=101)
Rumania | 2017 Histopatologia Imre y col. (2017)

PCR — RFLP y Secuenciacién del
fragmento del 18S ARNr

S. miescheriana

Unica especie hallada en las
61 muestras positivas al
MO
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1.8.2 SARCOCYSTIS SPP. EN HUMANOS

Tal como se menciond previamente, en humanos, los factores de riesgo asociados a la
infeccion intestinal por Sarcocystis spp. incluyen la ingesta de carne de res y suinos cruda
o poco cocida, lo que conlleva a la eliminacidn de heces con ooquistes, que pueden
infectar al HI susceptible y mantener el ciclo de vida de este protozoario. Las infecciones
entéricas naturales por S. hominis y S. suihominis se describen generalmente como
asintomdticas (Poulsen & Stensvold, 2014) aunque se estima que sélo el 10% de las
personas infectadas presentan sintomatologia (Yu, 1991). En lo que respecta a infecciones
experimentales, éstas se han asociado con gastroenteritis y eosinofilia (Chen y col., 1999;

Penay col., 2001; Fayer, 2004).

Se ha estimado que la prevalencia de la infeccidn intestinal por Sarcocystis spp. en
humanos va entre el 1,1 % y el 10,4 % en Europa, entre el 0,4 % y el 23,2 % en Asia y es del
0,5% en Australia (Fayer, 2004; Rosenthal, 2021). De todas maneras, como se menciond
anteriormente, se debe tener precaucién al comparar las cifras reportadas, debido a las

diferencias en los enfoques diagndsticos y al sesgo de poblacién.

A su vez, son escasos los reportes realizados sobre la prevalencia de la infeccidon por S.
suihominis, en comparacién con lo que se sabe de la infeccién por S. hominis (Rosenthal,
2021). En este sentido, los datos epidemioldgicos disponibles sobre la especie zoondtica
transmitida por suinos, se basan en informes de casos esporadicos y brotes ocasionales,
principalmente descriptos en el Sudeste Asiatico (India, Tibet, Camboya y Tailandia) (Yu,
1991; Banerjee y col., 1994; Wilairatana y col., 1996; Khieu y col., 2017).
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En este trabajo de tesis se propone identificar y caracterizar las especies de Sarcocystis
presentes en musculos de suinos de Argentina. Para lograr esto se propone la utilizacién
de un enfoque morfolégico mediante estudios microscépicos, sumado a la caracterizacion

de especies mediante estudios moleculares.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GENERAL
Establecer las tasas de infeccidn con las diferentes especies de Sarcocystis en musculos de

cerdos domésticos y jabalies de Argentina.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

A- Identificar y diferenciar morfolégica y molecularmente Sarcocystis spp. presentes
en musculos de suinos de Argentina.

B- Identificar y comparar las tasas de infeccién con Sarcocystis spp. en musculos de
jabalies y cerdos domésticos de cria intensiva y semi extensiva.

C- Determinar la tasa de infeccidn con la especie zoondtica Sarcocystis suihominis en

suinos de Argentina mediante técnicas de diagndstico molecular.

2.2.1 OBJETIVO ESPECIFICO SECUNDARIO

D- Identificar los antigenos inmunodominantes de las diferentes especies de Sarcocystis

gue se detecten en suinos de Argentina.
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3. HIPOTESIS

A- Existen al menos 2 especies de Sarcocystis que afectan a suinos de Argentina con
diferencias morfoldgicas y moleculares entre ellas.

B1- La tasa de infeccidon con Sarcocystis spp. en musculos de suinos de Argentina es

menor al 50%.

B2- La tasa de infeccidn con Sarcocystis spp. es significativamente mayor en jabalies y

cerdos domésticos de cria semiextensiva respecto de los cerdos de cria intensiva

C- La tasa de infeccion con la especie Sarcocystis suihominis en musculos de suinos de

Argentina es menor al 5%.

D- Sarcocystis suihominis presenta antigenos inmunodominantes diferentes de las

demads especies de Sarcocystis que afectan suinos, que generan respuestas seroldgicas

diferenciales.
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4. MATERIALES & METODOS

4.1 MUESTRAS DE CERDOS

Se recolectaron 561 muestras de musculos de cerdos, provenientes de laboratorios
privados, del Laboratorio Central del Ministerio de Agroindustria, asi como también de
carnicerias y pequefios productores de la provincia de Buenos Aires. Todas ellas fueron
enviadas refrigeradas o freezadas al LAINPA (FCV-UNLP). Tanto el muestreo como su
transporte, se realizaron bajo las normas nacionales y provinciales, con sus respectivos
permisos estipulados por la Resolucién 145/2003

(https://www.argentina.gob.ar/normativa/nacional/resoluci%C3%B3n-145-2003-

83651 /texto),

Los cortes musculares analizados fueron: diafragma (n=525) otros musculos (n=36) que
correspondieron a: bondiola (n=5), nalga (n=5), entrafia (n=4), cuadril (n=3), bife (n=2),
carré (n=2), cuarto trasero (n=2), miembro posterior (n=2), paleta (n=2), intercostales
(n=2), bola de lomo (n=1), churrasco (n=1), masetero (n=1), matambre (n=1), cuadrada
(n=1), pool de lengua y corazéon (n=1) y solomillo (n=1). Las muestras procedieron de
localidades de las provincias de: Buenos Aires (n=522), Rio Negro (n=26), Santa Cruz
(n=10) y Entre Rios (n=3). Asimismo, fueron categorizadas segun su sistema de cria en: cria
intensiva (Cl, n=295), que involucra animales mantenidos en confinamiento durante la
mayor parte de su ciclo productivo y cria semiextensiva (CSE, n=266), que incluye animales

provenientes de produccion familiar y/o de traspatio.
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4.2. MUESTRAS DE JABALIES

Muestras de musculos de 240 jabalies cazados en libertad fueron cedidas como parte de
la colaboracion interdisciplinaria con la Universidad Nacional de Rio Negro, asi como
también fueron provistas por laboratorios privados y por el Laboratorio Central del
Ministerio de Agroindustria. Todas ellas fueron enviadas freezadas al laboratorio (LAINPA,
FCV-UNLP). Tanto el muestreo como su transporte se realizaron, con sus respectivos
permisos, bajo las normativas nacionales y provinciales correspondientes a la Resolucion

145/2003 (https://www.argentina.gob.ar/normativa/nacional/resoluci%C3%B3n-145-

2003-83651/texto).

Se establecieron tres regiones de estudio, de acuerdo a condiciones geoambientales
similares (caracteristicas del paisaje, vegetacién, suelo, clima y fauna), siendo éstas:
Pampeana-Litoral (PL, n=56), que incluyd distritos de Buenos Aires, La Pampa, Entre Rios y
Corrientes; Noroeste Patagdnico (NOP, n=94), que abarcé localidades de las provincias de
Neuquén y oeste de Rio Negro; y Noreste Patagdnico (NEP, n=90) que comprendid areas
del este de Rio Negro y del sur de la provincia de Buenos Aires (Fig. 3).

De las 240 muestras de musculos de animales recolectadas, 113 se procesaron como pool
de musculos (diafragma, lengua, masetero, intercostales, corazén y extremidades
anteriores) y, los 127 restantes, se procesaron como homogenatos de musculos
individuales, siendo 76 de diafragma y 51 de otros musculos (lengua, masetero, musculos

intercostales, corazén y extremidades anteriores).
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Lugares de muestreo

Regiones

NEP
NOP
PL

Figura 3. Areas de muestreo y tasa de infeccidn con Sarcocystis spp. en jabalies en Argentina: Pampeana-
Litoral (PL, n=56): incluy6 localidades de las provincias de Buenos Aires, La Pampa, Entre Rios y Corrientes;
Noroeste patagdnico (NOP, n=94): incluye localidades de las provincias de Neuquén y oeste de Rio Negro y

Noreste Patagonico (NEP, n=90): incluye areas del este de Rio Negro y sur de la provincia de Buenos Aires.
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4.3 EXAMEN MICROSCOPICO EN FRESCO

Todas las muestras fueron procesadas siguiendo la metodologia previamente descripta
por (Moré y col., 2011) con algunas modificaciones. Brevemente, se trituraronde 5a 10 g
de musculo en un mixer (Phillips, 600W) con 50 ml de PBS (pH 7,2), se filtraron y se
centrifugaron. Se colocaron alicuotas de 3 ml aproximadamente de cada homogenato, en
una placa de Petri, se diluyeron con PBS y se observaron en un microscopio invertido con
un aumento de 40X (Nikon, TMZ) (Fig. 4). Se colecté una alicuota de cada homogenato en
tubos DNAsa free de 1,5 ml y se conservaron a -20°C para posteriores estudios
moleculares (PCR y secuenciacién) (Ver Anexo para mayores detalles de soluciones y
técnicas).

Aguellas muestras que presentaron al menos un quiste de Sarcocystis spp. (porcién o
completo) se consideraron como positivas. De ellas, se recolectaron quistes
individualizados, que se guardaron en tubos DNAsa free de 1,5 ml y se conservaron a -
20°C para posteriores estudios moleculares. A su vez, éstos fueron fotografiados con

aumentos de 200X y 400X (microscopio Leica DM 2000).
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Figura 4. Mesada de trabajo con el material dispuesto para el procesamiento de las muestras.

4.4 MET

A partir de la observacién en fresco de muestras positivas a Sarcocystis spp. (cerdos: n=10
y jabalies: n=11), se recolectaron al menos 10 quistes de cada una y se fijaron en
glutaraldehido al 2% en PBS, durante 2 horas. Luego, se remitieron al Servicio Central de
Microscopia Electrénica “Shin-Ichi Itagaki” (FCV-UNLP) para su posterior procesamiento.
Se realizaron cortes semifinos y se tifieron con azul de toluidina para la observacion e
identificacion de los quistes en los tacos de resina. Posteriormente, se realizaron cortes
ultrafinos, se montaron sobre una grilla y se observaron utilizando el microscopio
electrénico de transmision JEM 1200 EX Il (JEOL, Japdn). Se fotografid la ultraestructura de
la pared de los quistes, con el fin de identificar caracteristicas y/o patrones propios de las

diferentes especies de Sarcocystis (Dubey y col., 2016).
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4.5 HISTOPATOLOGIA EN MUESTRAS DE CERDOS

Seis muestras de musculos (diafragma) de cerdos de CSE, que presentaron quistes de
Sarcocystis spp. en el examen microscoépico en fresco, fueron seleccionadas para estudios
histoldgicos, llevados a cabo por el servicio de Anatomia Patoldgica del Laboratorio de
Patologia Especial Veterinaria “Dr. Bernardo Epstein” (FCV-UNLP) (gentileza de la Dra.
Maria Alejandra Quiroga). Las muestras fueron fijadas y conservadas en formol bufferado
al 10%. El andlisis histopatoldgico se realizé mediante procedimiento de rutina con la
tincion con hematoxilina y eosina (H/E). Se realizaron cortes en sentido longitudinal y
transversal de 4 um de espesor, a fin de evaluar la aparicién y severidad de lesiones
histopatoldgicas causadas por Sarcocystis spp. (Prophet y col., 1995). No se procesaron
muestras de musculos de jabalies por este método, debido a que las mismas se recibieron

congeladas, no resultando adecuadas para este estudio.

4.6 EXTRACCION DE ADN, PCR y SECUENCIACION

En cerdos, se realizd la extraccion de ADN de 202 homogenatos seleccionados al azar (CSE-
n=98; Cl-n=104), utilizando un kit comercial (Wizard® Genomic DNA Purification Kit,
Promega, EE. UU), de acuerdo a las instrucciones del fabricante. Se amplificé por PCR un
fragmento del gen 18S rRNA de ~ 900 pb, correspondiente a Sarcocystis spp., utilizando
los primers SarcoFext y SarcoRext, como se describié previamente (Moré y col., 2013).
Ademads, tanto el ADN de los homogenatos que dieron positivos a la PCR del fragmento
del 18S rRNA, como los que dieron positivo a la microscopia dptica, se analizaron

mediante una PCR especifica para S. suihominis, dirigida a una regién del gen cox | de
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~1020 pb, utilizando los primers SF8 y SR11, como se describié previamente por Gazzonis
y col. (2019). Por otro lado, se realizd la extraccion de ADN de 14 quistes individuales,
provenientes de 14 muestras, como se describié anteriormente. A todos ellos se les
realizé la PCR del gen 18S rRNA, y a 8 muestras de ADN seleccionadas aleatoriamente, se
les realizd la PCR del marcador ITS1 (primers: SUF1 y 5.85R2) (Gjerde, 2014) (Ver Anexo
para mayores detalles metodolégicos).

En lo que respecta a las muestras de jabalies, se les realizd extraccion de ADN a todos los
homogenatos (n=240) y a 17 quistes individuales, provenientes de 16 muestras, como se
describe previamente. Se realizé la PCR del fragmento del gen 18S rRNA como se describid
previamente (Moré y col., 2013). Ademas, el ADN de los homogenatos y los quistes
individuales que fueron positivos a dicha PCR, se procesaron mediante la PCR especifica

de S. suihominis que se menciond precedentemente.

En todos los casos, cada rutina de extraccion de ADN se realizd con una muestra de
control del proceso (CE: control de extraccion, utilizando Unicamente las soluciones del
kit) y todas las PCRs realizadas incluyeron un CE, un control sin ADN (o NTC por non
template control) y un control positivo (CP: ADN de S. miescheriana para 18S rRNA, ADN

de S. suihominis, para cox | o ADN de S. falcatula para ITS1, segin correspondiera).

Para realizar todas las PCRs, se utilizé un termociclador T18 (IVEMA, Argentina) y los
productos de amplificacién se visualizaron en un transiluminador de luz azul, previa
electroforesis en gel de agarosa al 1,5%, tefiidos con SYBR™ Safe DNA Gel Stain

(INVITROGEN™, EE.UU.).
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Los amplificados de los quistes individuales de cerdos y jabalies con una concentracién
estimada en la electroforesis en gel de 40 ng/ul, se purificaron utilizando un kit comercial
de acuerdo con las instrucciones del fabricante (Wizard SV, Promega) (Ver Anexo para
mayores detalles metodoldgicos). Seguidamente, se enviaron para su secuenciacion con el

método Sanger a Macrogen Inc., Corea del Sur (http://www.macrogen.com), junto con los

primers utilizados en cada amplificacién. Las secuencias obtenidas fueron alineadas vy

analizadas utilizando el software Geneious version R9 (https://www.geneious.com). Las

secuencias consenso obtenidas se compararon con otras reportadas en GenBank

mediante la herramienta online BLAST (http://blast. ncbi.nlm.nih. gov/Blast.cgi).

4.7 ANALISIS ESTADISTICO

Las tasas de infeccién de Sarcocystis spp. en cerdos y jabalies, se informaron como
frecuencias y porcentajes considerando la deteccién por microscopia, PCR u ambos. Se
ajustaron y validaron modelos de regresidon logistica (MLG, con distribucion de Bernoulli)
(Faraway, 2006; Ligges & Crawley, 2007). A su vez, en cerdos se evalud la probabilidad de
infeccion con Sarcocystis spp. segun el tipo de cria y, en jabalies, se estudié la probabilidad
de infeccidon segun las regiones muestreadas y los musculos analizados. Se efectuaron
comparaciones en la tasa de infeccion entre: cerdos domésticos vs. jabalies, cerdos de CSE
vs. cerdos de Cl, cerdos CSE vs. jabalies. Se descartd la interaccidon entre variables y se
probaron tanto los efectos de los errores como la bondad de ajuste a los modelos
propuestos (Prueba de Hosmer-Lemeshow, p-valor>0,05). Se corrobord el cumplimiento

de los supuestos de independencia y de aleatorizacién de las muestras. El grado de
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significancia establecido fue de p<0,05. Se calculé el indice kappa (k) para evaluar la
concordancia y reproducibilidad entre las dos técnicas diagndsticas aplicadas (PCR y MO).

El analisis estadistico se realizé con el software R (R Core Team, 2020).
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5. RESULTADOS

5.1 EXAMEN MICROSCOPICO

El 31,8% (255/801) de todas las muestras analizadas (cerdos-n=561; jabalies-n=240)
resultaron positivas al andlisis por MO. Todos los quistes observados fueron
microscopicos. En la mayoria de las muestras se encontraron porciones de entre 150-300
pum, mientras que aquellos que estaban completos midieron hasta 600 um (Fig. 5A-6A).

Los bradizoitos presentaban forma de banana y median entre 12-15 um de largo (Fig. 5B-

6B).

Figura 5. A) Porcidon de un quiste de Sarcocystis sp. presente en musculo de cerdo (200 X).

B) Bradizoitos liberados por compresion del quiste de Sarcocystis sp. de la figura 5A (400 X).
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Figura 6. A) Porcidn de un quiste de Sarcocystis sp. presente en musculo de jabali (200 X).

B) Bradizoitos liberados por compresion del quiste de Sarcocystis sp. de la figura 6A (400 X).

5.1.1 EXAMEN MICROSCOPICO EN MUESTRAS DE CERDOS

El 24,7% (139/561) de las muestras analizadas por MO fueron positivas (Fig. 5A-B). De

ellas, el 15,9% (47/295) corresponde a Cl, mientras que el 34,6% (92/266) a CSE.

5.1.2 EXAMEN MICROSCOPICO EN MUESTRAS DE JABALIES

El 48,3% (116/240) de las muestras analizadas fueron positivas por examen microscopico
directo (Fig. 6A-B); de las cuales el 46,8% (44/94) provenian de NOP, el 43,3% (39/90) de
NEP y el 58,9% (33/56) de PL. A su vez, segun los musculos analizados, las tasas de
infeccion con Sarcocystis spp. fueron del: 43,4% (49/113) para el pool, 53,9% (41/76) para

diafragmay 51% (26/51) para otros musculos.
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5.2. MET

5.2.1 MET DE MUESTRAS DE CERDOS

Mediante MET se pudieron observar y fotografiar 2 quistes por muestra (n=20) (6 de
cerdos CSE y 4 de cerdos Cl). Todos los quistes presentaban una ultraestructura
compatible con S. miescheriana o MET tipo 10 b, segin (Dubey y col.,, 2016), con una
pared de entre 3 a 5 um de espesor y de apariencia radialmente estriada. Las

protuberancias midieron hasta 5 um de largo y 1 um de ancho, préximas entre si dando el

aspecto de empalizada, y conteniendo finos microtubulos (Fig. 7).

Figura 7. Corte longitudinal de la pared de un quiste de S. miescheriana, presente en musculo de cerdo
(MET, 15000X): pared del quiste con capa basal (corchete), las protuberancias en empalizada (flechas)

contienen microtubulos (punta de flecha) y una fina capa de materia basal (mb).
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5.2.2 MET DE MUESTRAS DE JABALIES

De las 11 muestras enviadas a analizar por MET, se pudieron observar y fotografiar 2
quistes por muestra (n=22). Veintiuno de éstos presentaron una ultraestructura
compatible con S. miescheriana o MET tipo 10 b (Dubey y col., 2016), mientras que 1
mostré una ultraestructura de pared compatible con S. suihominis o MET tipo 31 (Dubey y
col., 2016). En la figura 8A se observa una fotomicrografia de la pared de uno de los
quistes de S. miescheriana observado en musculos de jabalies. En cuanto al quiste
observado de S. suihominis, éste presentd una pared de 3 a 6 um de espesor con
protuberancias villares perpendiculares, que midieron hasta 13 um de largo y 0,5 um de

ancho, dobladas sobre la superficie y con una capa gruesa de material basal (Fig. 8B).
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Figura 8. A) Corte longitudinal de la pared de un quiste de S. miescheriana de jabali TEC 130 (MET, 15000 X)
se muestra: la pared del quiste con capa basal (con corchetes), las protuberancias en empalizada (flechas)
que contienen microtibulos (punta de flecha) y una superficie fina de material basal (mb). B) Corte
longitudinal de la pared de un quiste de S. suihominis de jabali J15/9 (MET, 12000 X) se observa: la pared del
quiste con capa basal (con corchetes), las protuberancias villares plegadas (flechas) dejando el aspecto de
invaginacion de la pared del quiste (punta de flecha). La pared del quiste presenta una capa gruesa de

material basal (mb).

5.3 HISTOPATOLOGIA DE MUESTRAS DE CERDOS

Se identificaron quistes de Sarcocystis spp. en 2 (1 quiste en cada una) de las 6 muestras
de diafragma analizadas. A su vez, ninguna de ellas presenté lesiones, salvo una donde se
reconocio un foco con un infiltrado intersticial de células inflamatorias mononucleares, en

su mayoria linfocitos, cuya causa y origen no se pudo determinar. Asimismo, en 2
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muestras se observaron acumulos interfasciculares de bacterias, sin respuesta tisular
asociada (contaminacién bacteriana post mortem).

5.4. ESTUDIOS MOLECULARES

El 46,6% (206/442) de todas las muestras de suinos analizados (cerdos: 96/202; jabalies:

110/240) resultaron positivas a la PCR del fragmento del 185 ARNr.

5.4.1. PCR - SECUENCIACION EN MUESTRAS DE CERDOS

El 47,5% (96/202) de los homogenatos analizados por PCR del fragmento 185 ARNr de
Sarcocystis spp. resultaron positivos. En cuanto al tipo de produccién, resultaron positivos
el 48,9% de los cerdos de CSE (48/98) y el 46,1% de los de C/ (48/104). Asimismo, todas las
muestras analizadas por la PCR especifica de S. suihominis fueron negativas (n=235, de las
cuales 96 habian resultado positivas por PCR del fragmento 18S ARNr y las 139 restantes
que habian sido positivas por MO).

Los 14 quistes individuales recolectados de muestras provenientes de Buenos Aires fueron
positivos para la PCR del fragmento de 18S rRNA y sus respectivos amplificados fueron
aptos para su posterior secuenciacion. Todos las secuencias consenso obtenidas
presentaron un rango de entre 613 a 880 pb y mostraron 100% de identidad entre ellas y

con secuencias de S. miescheriana informadas previamente (GU395554, KT873760,

KT873747, KT873788).

Por otro lado, de los 8 quistes individuales analizados por la PCR del marcador ITS1, sélo 4
tuvieron amplificados con cantidad y calidad de ADN adecuada para su posterior
secuenciacion. Los fragmentos obtenidos presentaron un rango de entre 415 a 560 pb y
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mostraron una identidad del 99,5% - 99,8% entre ellas y con secuencias reportadas

previamente (MH404234, MH404241, MH404242), excepto una muestra (TEC 36) en la

que fue del 99%, lo cual evidencié 4 polimorfismos de un sélo nucleétido (SNPs). Los
resultados de la secuenciacion, los porcentajes de identidad de BLAST, asi como los
numeros de acceso se presentan en las Tablas 3 y 4. Todas las secuencias de consenso

fueron cargadas en el GenBank.
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Tabla 3. Resultados de la secuenciacion de fragmentos del gen 185 ARNr de quistes de musculo de cerdos,

ID Musculo Tipo de cria Pb BLASTn Numeros de acceso

GenBank

TEC9  Diafragma CSE 880  100% S. miescheriana (#) OP796499
TEC10 Diafragma CSE 878  100% S. miescheriana (#) OP796500
TEC36  Diafragma CSE 818 100% S. miescheriana (#) 0OP796501
TEC37  Diafragma CSE 853  100% S. miescheriana (#) OP796502
TEC38 Diafragma CSE 855  100% S. miescheriana (#) OP796503
TEC41  Diafragma CSE 877  100% S. miescheriana (#) OP796504
TEC 107 Lomo cl 813  100% S. miescheriana (#) OP796505
TEC114 Diafragma Cl 725  100% S. miescheriana (#) OP796506
TEC117 Diafragma Cl 820  100% S. miescheriana (#) OP796507
TEC 143  Diafragma CSE 827  100% S. miescheriana (#) OP796508
TEC181 Diafragma Cl 790  100% S. miescheriana (#) OP796509
TEC 182 Diafragma cl 613  100% S. miescheriana (#) OP796510
TEC234 Diafragma cl 823  100% S. miescheriana (#) OP796511
TEC374 Diafragma CSE 801 100% S. miescheriana (#) OP796512

Referencias: Cl=cria intensiva, CSE=cria semiextensiva; Pb=Pares de bases; (#) = NUmeros de acceso de las

secuencias mas representativas obtenidas por alineacion con BLAST: GU395554, KT873760, KT873747,

KT873788.
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Tabla 4. Resultados de la secuenciacion de fragmentos del gen ITS1 de quistes de musculo de cerdos.

Numeros de
ID Masculo Tipodecria Pb BLASTN acceso
GenBank
TEC10  Diafragma Cl 560 99.5% S. miescheriana () OP819849
TEC36  Diafragma CSE 469  99% S. miescheriana (#) 0OP819850
TEC114 Diafragma Cl 415 99.8% S. miescheriana (#) 0OP819851
TEC143 Diafragma CSE 539 99.8% S. miescheriana (#) 0OP819852

Referencias: Cl=cria intensiva, CSE=cria semiextensiva; Pb=Pares de bases; (#) = NiUmeros de acceso de las

secuencias mas representativas obtenidas por alineacién con BLAST MH404234, MH404241, MH404242.

5.4.2 PCR - SECUENCIACION EN MUESTRAS DE JABALIES

El 45,8% (110/240) de los homogenatos analizados resultaron positivos a la PCR del 18S
ARNr, de las cuales el 56,7% (51/90) provenian de NOP, el 33% (31/90) de NEP y el 50%
(28/56) de PL. A su vez, segin los musculos analizados, las tasas de infeccion con
Sarcocystis spp. fueron del: 53,1% (60/113) para el pool, 43,4% (33/76) para diafragma y
33,3% (17/51) para otros musculos. A todos ellos, se les realizé también la PCR especifica
para S. suihominis, de los cuales el 3,6% (4/110) fueron positivos débiles. Cabe aclarar que,
para obtener mayor cantidad y calidad, estos uUltimos homogenatos fueron procesados
por doble PCR, usando como molde los respectivos amplificados. Luego, se enviaron para
su secuenciacion; sin embargo, los cromatogramas mostraron una calidad deficiente, por
lo cual no se obtuvieron las respectivas secuencias consenso. Una de estas muestras es

aquella donde se hallé por MET el quiste de la especie zoondtica S. suihominis (J15-9).
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Un total de 17 quistes individuales resultaron positivos para la PCR del fragmento 18S
ARNr, y los amplificados obtenidos fueron de buena calidad, lo cual permitié su posterior
secuenciacion. Todos procedian de diferentes animales, excepto dos, que correspondian a
la misma muestra (J15-9). Las secuencias parciales del gen 18S ARNr obtenidas mostraron
una identidad de entre el 99,75 - 100% con las secuencias de S. miescheriana previamente

reportadas (MH404232, KT873760, KX929091, KT873751 y MT066112, entre otras). Los

resultados de la secuenciacién y los porcentajes de identidad analizados con BLAST se
presentan en la Tabla 5. Las 17 secuencias consenso mostraron una identidad del 100%

entre ellas, excepto una (TEC 105) que fue del 99,75 %, presentando dos SNPs.
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Tabla 5. Resultados de la secuenciacion de fragmentos del gen 185 ARNr de quistes de musculo de jabali.

Numeros de acceso

Muestra Region Musculo Pb BLASTn
GenBank
J15-5 NOP Pool 834 100% S. miescheriana (#) ON420292
J15-6 NOP Pool 817 100% S. miescheriana (#) ON420293
J15-8 NOP Pool 826 100% S. miescheriana (#) ON420294
J15-9 (quiste A) NOP Pool 832 100% S. miescheriana (#) ON420295
J15-9 (quiste B) NOP Pool 661 100% S. miescheriana (#) ON420296
TEC72 NEP Diafragma 825 100% S. miescheriana (#) ON420297
TEC 74 NEP Diafragma 820 100% S. miescheriana (#) ON420298
TEC 87 NEP Diafragma 827 100% S. miescheriana (#) ON420299
TEC 105 NEP Diafragma 786 99,75% S. miescheriana (#) ON420300
TEC 130 PL Diafragma 799 100% S. miescheriana (#) ON420301
TEC 152 NEP Diafragma 792 100% S. miescheriana (#) ON420302
TEC 160 PL Diafragma 806 100% S. miescheriana (#) ON420303
TEC 193 NEP Otros 803 100% S. miescheriana (#) ON420304
musculos
TEC 219 PL Diafragma 810 100% S. miescheriana (#) ON420305
TEC 354 PL Otros 878 100% S. miescheriana (#) ON420306
musculos
TEC 355 PL Otros 878 100% S. miescheriana (#) ON420307
musculos
TEC 361 PL Otros 881 100% S. miescheriana (#) ON420308
musculos

Referencias: PL=Pampeana-Litoral, NOP=Noroeste Patagonico, NEP=Noreste Patagdnico, Pb=Pares de bases; (#)=

Ndmeros de acceso de las secuencias mas representativas obtenidas por alineacién con BLAST: MH404232, KT873760,

KX929091, KT873751 y MT066112.
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6. ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados del analisis de las muestras por MO revelan que los jabalies presentaron
una tasa de infeccidn con Sarcocystis spp. significativamente mayor que la obtenida en los

cerdos (48,3% vs. 24,7%, respectivamente) (p <0,05) (Fig. 8).

PROPORCION DE INFECCION CON SARCOCYSTIS SPP. EN SUINOS
DE ARGENTINA

) .I

NEGATIVO POSITIVO
RESULTADO DEL ANALISIS AL MO

REFERENCIAS

SUINO

NEGATIVO
POSITIVO

Figura 8. Proporcidn de muestras con quistes de Sarcocystis spp. por microscopia en suinos de Argentina.

Asteriscos (**) indican diferencias significativas (p < 0,01).
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A partir de los resultados obtenidos por MO, los cerdos de cria CSE presentaron una tasa
de infeccidn con Sarcocystis spp. significativamente mayor que la obtenida en los de C/
(34,6% vs. 15,9%, respectivamente) (p <0,05) (Fig. 9). En lo que respecta al andlisis por PCR
del fragmento 185 rRNA, no se encontraron diferencias significativas entre los
homogenatos de cerdos de CSE respecto de C/ (49% vs. 46,1%, respectivamente) (p>0,05).
El indice kappa calculado de k = 0,62 [IC95%: 0,51-0,74] revelé una concordancia
moderada entre los resultados obtenidos por MO y por la PCR del fragmento de 18S ARNr.

PROPORCION DE INFECCION CON SARCOCYSTIS SPP. EN CERDOS
SEGUN EL TIPO DE CRIiA

kk
CSE-
REFERENCIAS
B necamvo
B rosmvo
Cl- l

NEGATIVO POSITIVO
RESULTADO DEL ANALISIS AL MO

e

TIPO DE CRIA

Figura 9. Proporcion de muestras con quistes de Sarcocystis spp. en cerdos, segun el tipo de cria.

Asteriscos (**) indican diferencias significativas (p < 0,01).
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En cuanto a las muestras de jabalies, el 61,3% (147/240) resultaron positivas al MO y/o a
la PCR del fragmento del 185 ARNr. De ellas, el 63,8% (60/94) provenian de NOP, el 53,3%
(48/90) de NEP y el 69,6% (39/56) de PL. A su vez, las tasas de infeccion obtenidas por
ambos métodos diagnodsticos, segin los musculos estudiados fueron del: 61,9% (70/113)
para el pool, 63,2% (48/76) para diafragma y 56,9% (29/51) para otros musculos.

Las tasas de infeccion con Sarcocystis spp. en jabalies de las regiones PL y NOP resultaron
significativamente mayores a la reportada en NEP (p <0,05) (Fig. 10). No se observaron
diferencias significativas en la tasa de infeccién entre los musculos analizados (p >0,05)

(Fig. 11).

PROPORCION DE INFECCION CON SARCOCYSTIS SPP. EN JABALIES
SEGUN REGIONES DE ESTUDIO

PL-
* %
., NoP- .
w
3 REFERENCIAS
G}
w
« NEGATIVO
POSITIVO
NEP -

NEGATIVO POSITIVO

RESULTADO DEL ANALISIS AL MO
Y/O PCR DEL FRAGMENTO 18S ARNr

Figura 10. Presencia de Sarcocystis spp. en muestras de jabalies, segun la region de estudio.

Asteriscos indican diferencias significativas (* indica: p < 0,05; ** indica: p <0,01).
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PROPORCION DE INFECCION CON SARCOCYSTIS SPP. EN JABALIES
SEGUN MUSCULOS ANALIZADOS

I. REFERENCIAS

Diafragma - ..

I 1 1
NEGATIVO POSITIVO

RESULTADO DEL ANALISIS AL MO
Y/O PCR DEL FRAGMENTO 185 ARNr

Pool -

Otros Musculos -

-

MUSCULOS

NEGATIVO
POSITIVO

Figura 11. Presencia de Sarcocystis spp en muestras de jabalies, segin musculos analizados.
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6.4 COMPARACION ENTRE CERDOS DE CRIiA SEMIEXTENSIVA VS. JABALIES

El andlisis de los resultados obtenidos por MO para jabalies y cerdos de CSE, revelaron que
los primeros presentaron una tasa de infeccidon con Sarcocystis spp. significativamente

mayor (48,3% vs. 34.6%, respectivamente) (p <0,05) (Fig. 12).

PROPORCION DE INFECCION CON SARCOCYSTIS SPP.
EN JABALIES Y CERDOS DE CSE

* %k
Jabali-
REFERENCIAS
I nNEGATVO
B eosimvo
Cerdo CSE -

1 [l
NEGATIVO POSITIVO

SUINO

RESULTADO DEL ANALISIS AL MO

Figura 12. Proporcién de muestras con quistes de Sarcocystis spp. en jabalies y cerdos de CSE.

Asteriscos (**) indican diferencias significativas (p < 0,01).
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7. DISCUSION

El presente trabajo de investigacidn proporciona tasas de infeccién con Sarcocystis spp.,
determinadas tanto por MO como por PCR, asi como la identificacion y diferenciacion morfoldgica
y molecular de dichos protozoarios en suinos de Argentina. Se recolectaron muestras de musculos
de 801 suinos (cerdos-n=561; jabalies-n=240), las cuales fueron analizadas por homogeneizacién y
MO. Mediante ésta ultima técnica, el 31,8% (255/801) de todas las muestras analizadas resultaron
positivas a la presencia de quistes de Sarcocystis spp. Los estudios publicados a nivel mundial que
analicen infecciones con Sarcocystis spp., en ambos tipos de suinos en una misma regidn son
escasos (Imre y col.,, 2017), y son inexistentes en el continente Americano. En el caso de los
jabalies, se analizd la prevalencia al MO y molecular mediante PCR; mientras que, en cerdos - por
una cuestion de costos - se establecié la prevalencia mediante MO y se analizé6 solo una

submuestra (n=202) mediante estudios de PCR.

Referido a las muestras de cerdos, la tasa de infeccidn con Sarcocystis spp. por PCR del fragmento
18S ARNr fue del 47,5% (96/202), siendo significativamente mayor a la obtenida por MO (24,7%;
139/561) (p<0,05). Resultados similares a este Gltimo, se reportaron en Rumania, donde un 23,4%
de cerdos resultaron positivos (Imre y col., 2017). Sin embargo, prevalencias mas elevadas se
obtuvieron en China (36,8%) (Huang y col., 2019), Lituania (40,2%), (Januskevicius y col., 2019) y
EE. UU. (49%) (Calero-Bernal y col., 2015), mientras que India registra la tasa de infeccién mas alta
obtenida hasta la fecha (58,4%), lo cual podria estar vinculado tanto la falta de inspeccidn
microscopica de la carne como a medidas higiénicas deficientes, lo cual fomenta que los cerdos

tomen contacto con alimento y/o agua contaminados con esporocistos (Kaur y col., 2016).

81



En este sentido, lo antedicho podria asociarse con el tipo de cria o explotacién, que podria actuar
como predisponente en la infeccidn (Braun, 2016; Perfumo y col., 2019). Los sistemas intensivos o
de confinamiento se desarrollan en galpones, cubiertos o semicubiertos, con cierto control
ambiental en su interior, mientras que los sistemas semiextensivos se desarrollan a campo, con
distinto grado de intensificacién, seguin los requerimientos de los animales (sombreaderos,
comederos, bebederos) (Braun, 2016; Perfumo y col., 2019). Los primeros, se caracterizan por
concentrar un mayor nimero de cerdos por unidad de superficie, lo que aumentaria el riesgo de
infeccion y la diseminacion de enfermedades contagiosas. Es por esto que, para evitar la
contaminacion ambiental y el desarrollo de patologias digestivas y/o respiratorias, dichos
establecimientos realizan el manejo “todo-dentro, todo-fuera" (all-in, all-out), aplicando el
llamado vacio sanitario (lavado y desinfeccidn rigurosa de las instalaciones) (Perfumo y col., 2019).
En lo que respecta a los sistemas al aire libre, se caracterizan por no presentar una regulacion
estricta, tanto en la limpieza como en el tratamiento de efluentes. En consecuencia, factores como
la temperatura media diaria, la heliofania, la humedad relativa, las precipitaciones, vegetacion, el
tipo de suelo y frecuencia de contacto con el mismo, y la interaccién con otras especies, resultan
factores contribuyentes para el desarrollo y la propagacion de estadios infectivos de diversos
agentes patdgenos (Braun, 2016; Perfumo y col., 2019), entre los que podemos destacar a
Sarcocystis spp. Teniendo en cuenta el tipo de cria, la tasa de infeccién obtenida por MO fue
significativamente mayor en los cerdos de CSE (34,6%), respecto a lo obtenido en los cerdos de C/
(15,9%) (p<0,05). Esto refuerza la idea de que los cerdos en contacto con el suelo y ambientes
contaminados con heces de otros animales (incluso humanos) tienen casi el doble de probabilidad
de estar infectados con Sarcocystis spp. A su vez, esta notable diferencia en la tasa de infeccién
segun el tipo de cria va en consonancia con lo descripto en Brasil por Espindola y col. (2022) en
cerdos rurales, quienes han sefialado que: condiciones sanitarias precarias, alimentacién a base de
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desechos agricolas o restos de comida y agua procedente de pozos, sumado al estrecho contacto
con otros animales (principalmente canidos) contribuyen a la continuidad del ciclo biolégico de
Sarcocystis spp. Asimismo, Singh y col. (2010) ha enfatizado que las practicas de sacrificio no
controladas pueden contribuir a la propagacidn de estadios infectivos de Sarcocystis spp. Por otro
lado, estudios previos en cerdos adultos de vida libre demostraron que la edad también jugaria un
factor crucial a la hora de estudiar la probabilidad de infeccidn, debido a que se asocia a un mayor
tiempo de exposicion (Calero-Bernal y col. 2015; Imre y col. 2017). Desafortunadamente, en este
trabajo, la edad de los cerdos estudiados no estuvo disponible en todos los casos, lo cual hubiera

sido util para poder realizar comparaciones.

En lo que respecta a los jabalies, el 61,2% (147/240) de las muestras analizadas resultaron
positivas a la infeccidn por Sarcocystis spp. mediante MO y/o PCR. En concordancia con lo
obtenido en este trabajo, se han informado prevalencias del 72,7%, 73,8% y 60,4% en Espaia
(Calero-Bernal y col., 2016), Portugal (Coelho y col., 2015), y Rumania (Imre y col.,, 2017),
respectivamente. En Italia se informd una prevalencia mas alta (97%), lo que podria estar
relacionado con la aplicacion de un método diagndstico mas sensible (Gazzonis y col., 2019). Por
otro lado, la proporcion de jabalies infectados con Sarcocystis spp. en las regiones del NOP y PL
fueron significativamente mayores a las obtenidas en el NEP (p<0,05). Esto podria estar asociado a
que, en las primeras dos regiones, las condiciones ambientales (p. ej.: mayor humedad) podrian
mejorar la dispersion, la viabilidad y la infectividad de los esporocistos, asi como la distribucion
natural de los canidos (domésticos y silvestres), generando ambientes mas propensos y favorables
para el desarrollo del ciclo bioldgico de Sarcocystis spp. En cuanto a los diferentes musculos
muestreados, no se observaron diferencias significativas en la infeccidon con este protozoario, lo

que podria sugerir la falta de un tropismo especifico (p>0,05). Sin embargo, para confirmar tal
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hipdtesis, seria importante muestrear y analizar diferentes musculos de un mismo animal

infectado.

Teniendo en cuenta solo los resultados obtenidos por MO, la proporcidn de jabalies infectados con
Sarcocystis spp. resultd significativamente mayor que lo obtenido en cerdos, incluso con los de CSE
(48,3% vs. 34,6%) (p<0,05). Notablemente, al considerar sélo los jabalies de la misma regién donde
se recolectaron los cerdos (PL) esta diferencia es ain mayor (69,6% vs. 34.6%, respectivamente)
(p<0,05). Esto demuestra que, en una misma regién o ambiente, los jabalies tienen un riesgo de
infeccion mucho mayor que los cerdos domésticos. El acceso por parte de los jabalies a fuentes de
agua naturales, las cuales pueden estar contaminadas con materia fecal de canidos y otros
potenciales HD, podria ser el factor que explique las diferencias encontradas. En consonancia con
lo obtenido en este trabajo, Imre y col. (2017) reportaron en Rumania una tasa de infeccion con
Sarcocystis spp. significativamente mayor para jabalies respecto de cerdos domésticos (60,4% vs.

23,4%, respectivamente) (p<0,05).

Los quistes maduros de S. miescheriana y S. suihominis difieren en la ultraestructura de la pared
del quiste cuando son analizados por MET (Dubey y col., 2016). Al analizar por MET muestras tanto
de cerdos como de jabalies, se observd que todos los quistes tenian una ultraestructura
compatible con S. miescheriana, y sélo un quiste de una muestra de jabali (J15/9) mostré una
ultraestructura compatible con S. suihominis (Dubey y col., 2016). Este hallazgo se constituye
como la primer descripcion de S. suihominis en el continente Americano. A su vez, esta muestra
también contenia quistes de S. miescheriana; por lo tanto, se confirmd que ese animal estaba
coinfectado. Estos resultados muestran la relevancia de realizar la identificacién de quistes por

MET como complemento a los estudios moleculares, lo que podria ayudar a lograr una adecuada
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identificacion de especies, basada en las caracteristicas ultraestructurales de las paredes de los

quistes (Dubey y col., 2016).

Si bien los métodos de diagndstico convencionales -principalmente basados en el examen por MO
- han sido ampliamente utilizados para la identificacién de Sarcocystis spp., éstos tienen baja
especificidad y sensibilidad variable (Abdel-Hafeez y col., 2015; Khieu y col., 2017). Por ello,
actualmente los métodos moleculares han cobrado mayor relevancia a la hora de realizar un
diagndstico mas especifico. Sin embargo, se han registrado notables diferencias tanto en las
prevalencias informadas como en los métodos empleados para el diagndstico de especies de este

género (Stojeckiy col., 2012; Calero-Bernal y col., 2015; Imre y col., 2017; Huang y col., 2019).

En cuanto a las muestras de cerdos, la tasa de infeccidn con Sarcocystis spp. determinada por la
PCR del fragmento del 185 ARNr, fue significativamente mayor que la obtenida por MO (47,5% vs.
24,7%, respectivamente) (p<0,05). Asimismo, al comparar los resultados obtenidos por la PCR 18S
ARNr para Cl y CSE, no se encontraron diferencias significativas, siendo para ambos grupos mayor
que la detectada por MO. Esto coincide con el indice kappa obtenido (k=0,62), el cual refleja una
concordancia intermedia entre ambas metodologias, pudiendo asociarse a una mayor sensibilidad
de los métodos moleculares en el diagnéstico de Sarcocystis spp. Ademas, esta concordancia
moderada también se debe a muestras en las que se observaron quistes por MO y que el
homogenato de musculos resulté negativo por PCR. Esto podria atribuirse a que varias de las
muestras presentaban un estado de descomposiciéon avanzado al momento de su recepcién. En
consecuencia, si bien se observaron quistes a la MO —muchos de los cuales estaban deteriorados-
el material genético pudo degradarse, resultando en “falsos negativos” en la PCR. En sumatoria, si
consideramos los resultados de ambas técnicas aplicadas la prevalencia real de infecciéon seria alin

mayor a la detectada por cada técnica por separado. Resultados similares fueron reportados por
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Kaur y col. (2016), donde se detectd una tasa de infeccidn significativamente mayor por métodos
moleculares que por MO (72% vs. 58,4%) (p<0,05). Sin embargo, Huang y col. (2019) no
encontraron diferencias significativas para la prevalencia de S. miescheriana, determinadas tanto
por métodos moleculares como por MO (36,8% vs. 32,9%) (p>0,05). Si bien las técnicas
moleculares serian mds sensibles, la realizacién de estudios microscépicos y moleculares en
combinaciéon permitirian obtener una prevalencia mas ajustada a la realidad, en especial si se

trabaja con muestras con potencial presencia de inhibidores y/o degradacion del ADN.

En lo que refiere a muestras de cerdos de CSE, al considerar tanto la prevalencia obtenida por MO
(34,6%) como por PCR (48,9%) y en consonancia con la literatura, destacamos que este tipo de cria
seria un factor de riesgo para la infeccién por Sarcocystis spp. (Chauhan y col., 2020; Espindola y
col., 2022). Por otra parte, se observd que todas las muestras positivas por MO y/o por PCR del
fragmento 18S ARNr resultaron negativas a la PCR de la especie zoondtica, S. suihominis, por lo
gue asumimos que la prevalencia (tanto microscépica como molecular) es representativa de S.
miescheriana, siendo ésta la Unica especie encontrada en cerdos en este estudio. Resultados
similares se reportaron en estudios previos donde la especie predominante encontrada fue S.

miescheriana (Calero-Bernal y col., 2015; Imre y col., 2017; Huang y col., 2019).

En cuanto a los quistes individuales de cerdos, amplificados y secuenciados para el fragmento 18S
ARNr (n=14) e ITS1 (n=4), mostraron entre un 99-100% de identidad con las secuencias de S.
miescheriana reportadas previamente para ambos marcadores. Adicionalmente, las secuencias
obtenidas en este estudio mostraron 100% de identidad entre ellas, evidenciando también una
baja variabilidad intra-especifica. Esto podria estar relacionado con los marcadores genéticos
utilizados, principalmente el 185 ARNr que tiene elevada conservacion intra-especies, y a regiones

hipervariables que permiten la diferenciacién entre especies o grupos de especies (Moré y col.,
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2013; Huang y col. 2019). Algo similar se obtuvo con el marcador ITS1, cuyas secuencias
reportadas en este trabajo mostraron una alta identidad entre ellas y con otras secuencias de S.
miescheriana, provenientes de otras regiones geograficas (Gondim y col., 2021). Estos resultados
indicarian una alta conservacion intra-especifica de estos marcadores, no siendo Utiles para la sub-

tipificacion /o deteccion de haplotipos o variantes regionales de S. miescheriana.

A diferencia de lo que se observd en los musculos de cerdos, en las muestras de jabalies la
prevalencia obtenida basada en la PCR del fragmento del 18S ARNr fue ligeramente inferior a la
observada por MO (45,8% vs. 48,3%, respectivamente), lo cual podria estar relacionado a que
algunas muestras se encontraban con un cierto grado de descomposicién, causando asi la
degradacion del ADN y la consiguiente incapacidad para lograr amplificados adecuados. En
contraste con lo obtenido, otros estudios que utilizaron ambos métodos, han informado una
prevalencia molecular mayor a la obtenida por microscopia éptica (Calero-Bernal y col. 2016; Imre
y col. 2017; Gazzonis y col. 2019). Por otro lado, 4 de las 110 muestras positivas a la PCR del
fragmento del 18S ARNr fueron positivas débiles a la PCR especifica de S. suihominis (Gazzonis y
col., 2019), incluida aquella muestra en la que se observé un quiste de S. suihominis por MET
(J15/9). Para aumentar la concentracion de todas ellas, se realizé una segunda PCR con los mismos
primers utilizados previamente (SF8 y SR11) y los amplificados obtenidos fueron purificados y se
enviaron para su secuenciacion. Desafortunadamente, la calidad de las secuencias obtenidas fue
baja y no se pudieron lograr secuencias consensos adecuadas. Una posible explicacidon podria ser
la baja proporciéon de quistes de S. suihominis en las muestras que, conjuntamente con una
sobrerrepresentacion de S. miescheriana, dificultan su diagndstico en términos de concentracion
de ADN. En consonancia con esto, los quistes amplificados y secuenciados, asi como la mayoria de

los quistes observados por MET (salvo el de la muestra J15/9, que contenia un quiste de S.
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suihominis), se identificaron como S. miescheriana, lo que sugiere una mayor carga de quistes de
esta Ultima especie. Por otro lado, pudimos observar que, a partir del control positivo
proporcionado por el Dr. Luca Villa (WB9), se obtuvieron amplificados adecuados y una secuencia
de buena calidad, por lo que una posible explicaciéon seria que los primers utilizados para el
diagndstico de S. suihominis, disefiados a partir de un aislamiento de Europa, tengan una
complementariedad parcial con la secuencia génica de la variante sudamericana de esta especie.
Por tal motivo, son necesarios nuevos estudios de mayor sensibilidad y especificidad que permitan
identificar adecuadamente y secuenciar fragmentos génicos, genes o marcadores moleculares de

S. suihominis de Sudamérica.

Es importante destacar que el musculo estudiado en la mayoria de las muestras, tanto de cerdos
como de jabalies - al igual que la mayoria de los estudios a nivel mundial - fue el diafragma, en el
cual se detectd S. suihominis en un bajo porcentaje de jabalies y fue nulo en cerdos. Considerando
que algunas especies de Sarcocystis tienen tropismo por ciertos musculos, es posible sugerir que la
especie zoondtica produzca quistes en otros musculos, distintos del previamente mencionado.
Pensando en términos evolutivos, de adaptacién y ciclo bioldgico, los musculos que sean
frecuentemente consumidos crudos y/o poco cocidos por humanos podrian ser de predileccion de
esta especie y constituyen cortes a ser evaluados en futuros estudios. Por consiguiente, no es
posible descartar totalmente la presencia de S. suihominis en cerdos o incluso, en una mayor

prevalencia a la detectada en jabalies en nuestro pais.

En lo que respecta a las secuencias de los 17 quistes de jabalies analizados, éstos mostraron una
identidad del 99,8-100% entre ellas y con las secuencias de S. miescheriana previamente
reportadas y sélo una muestra (TEC 105) presenté dos diferencias de una sola base. Las muestras

fueron provenientes de 16 animales distribuidos en las 3 regiones de muestreo (6 de NEP, 6 de PL
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y 5 de NOP), lo que nuevamente sugiere una escasa variaciéon geogrdfica intra-especifica, en el
fragmento del 18S ARNr secuenciado. Resultados similares fueron informados previamente por
Calero Bernal y col. (2016) y Gazzonis y col. (2019), al analizar las secuencias obtenidas de este
marcador para S. miescheriana en jabalies en Europa. Como mencionamos anteriormente, dado
que la mayoria de los animales estaban infectados con S. miescheriana, es posible que aquellos
infectados con S. suihominis alberguen ambas especies, lo que podria resultar en una
secuenciaciéon mixta, dificultando la identificacion molecular adecuada a partir del ADN muscular,
como sugirieron Gazzonis y col. (2019). Es posible suponer entonces que S. miescheriana esta
presente en la mayoria (o incluso en todos) los jabalies infectados con Sarcocystis spp. de

Argentina.

La prevalencia de S. suihominis detectada en este estudio fue ligeramente superior a la reportada
en Espafia e Italia, donde en trabajos publicados, se identificé un solo jabali como positivo (Calero-
Bernal y col. 2016; Gazzonis y col., 2019). Segun investigaciones realizadas durante la ultima
década, la prevalencia encontrada para S. suihominis en jabalies fue baja, como ocurriéd en
Portugal, Rumania y EE. UU. (Calero-Bernal y col., 2015; Coelho y col., 2015; Imre y col., 2017). Por
otro lado, la mayor prevalencia se ha informado en cerdos domésticos de la India (Dubey y col.,
2016; Chauhan y col., 2020). Hasta el momento no habia datos disponibles en Sudamérica, por lo
gue este seria el primer trabajo que informa la deteccion de la especie zoonética, S. suihominis, en
jabalies de nuestro pais, confirmando su presencia en Sudamérica, lo que supone un riesgo, tanto

para suinos como para humanos de esta regidn.

Los jabalies son omnivoros que se alimentan de todo tipo de materia organica e inorganica (Schley
& Roper, 2003; Hafeez y col., 2011; Ballari & Barrios Garcia, 2013). Esta capacidad de adaptarse a

la ingesta de diversos alimentos les ha permitido establecer poblaciones en casi todos los lugares
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donde han sido introducidos (Rosell y col. 2001). La disponibilidad alimentaria y fuentes de agua
de bebida, no sélo influye en sus habitos, sino también afecta la dindmica poblacional, la
dispersidn, la reproduccién e incluso las interacciones con otras especies (Ballari & Barrios Garcia,
2013). Sin embargo, los jabalies parecen mostrar una preferencia de alimentacidon por materia
vegetal por sobre la de origen animal y utilizan fuentes de agua naturales (Wilcox & Van Vuren,
2009). En este sentido, podriamos pensar que la probabilidad de adquirir la infeccidon por ingesta
de ooquistes y/o esporocistos en un determinado ambiente silvestre seria mayor a la de los
cerdos, sobre todo los de C/, cuya alimentacion se basa en productos balanceados. A partir de lo
antepuesto, se puede explicar la tasa de infeccidn con Sarcocystis spp. obtenida en jabalies, la cual
resultd significativamente mayor a lo observado en cerdos domésticos (48,3% vs. 24,7%) (p<0,05).
Por lo tanto, el conocimiento sobre el amplio abanico alimentario de estos suinos, resulta
fundamental para la delimitacion de planes de manejo y controles sanitarios, que permitan

prevenir la continuidad y preservacién de agentes patdgenos, entre ellos Sarcocystis spp.

Por otro lado, a diferencia de lo que ocurre con los jabalies que, al ser vida silvestre, no es posible
aplicar medidas de bioseguridad que permitan regularizar su status sanitario, en lo que respecta a
cerdos — mas aun, en los de C/ - la aplicacién de dichas normas reduciria considerablemente la
transmisiéon de diferentes patdgenos, entre los que se destaca Sarcocystis spp. (Amass & Clark,
1999). En un sentido mas amplio, se define entonces bioseguridad como el conjunto de practicas
de manejo, protocolos y procedimientos destinados a la reduccién del riesgo de entrada y/o
diseminacién de enfermedades en una poblacién de animales (Perfumo y col., 2019). Es por esto
gue su aplicacion se debe focalizar en: reducir el niUmero y la carga de patégenos endémicos del
establecimiento y disminuir al maximo su diseminacion (interna y externamente), incluyendo

fundamentalmente la transmision de aquellos de naturaleza zoonética (Perfumo y col., 2019). Si
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bien en nuestro estudio no se detectd S. suihominis en cerdos, si se detectd S. miescheriana. Esto
indica que los animales ingirieron agua o alimento contaminados con esporocistos presentes en
materia fecal de canidos. Esta via podria también incluir otros patégenos; por lo que la deteccidn
de S. miescheriana podria ser un indicador de contaminacién fecal y deficiencias en la
bioseguridad de los establecimientos. Entre las medidas a considerar se puede sugerir: poner en
practica la utilizacién alimento balanceado previamente irradiado, con el fin de eliminar cualquier
estadio infectivo, evitar el acceso de canidos a los establecimientos, eliminar la materia fecal de
canidos en el caso de ser detectada en las inmediaciones y limpiar y desinfectar periddicamente
tanto los tanques de agua como las tuberias (Roman y col., 2006; Alarcén y col., 2021). Asimismo,
para los cerdos de CSE seria recomendable evitar el uso y contacto con desechos como fuente de
alimento, utilizar fuentes de agua segura vy, en lo posible, adaptar las condiciones como se detalla
anteriormente. Ademds, seria importante que se realizara en nuestro pais, tal como hicieron en
Lituania Baranauskaité y col. (2023) el muestreo y andlisis de cuerpos de agua que sean de facil
acceso a suinos, en busca de ooquistes/esporocistos de Sarcocystis spp., de manera de monitorear
potenciales zonas de riesgo de infeccidn. Por otra parte, seria importante que se llevaran a cabo
capacitaciones y controles por parte de los organismos de vigilancia epidemiolégica y sanitaria en
estos aspectos, especialmente en nuestro pais donde la carne de suinos es consumida
frecuentemente como chacinado, lo que favoreceria la propagacidon de esta y otras zoonosis
(Rosenthal, 2021). Considerando lo antepuesto, enfatizamos que existe un sub-diagndstico de esta
enfermedad parasitaria transmitida por alimentos (EPTA). Finalmente, la identificacidon vy
diferenciacidn de Sarcocystis spp. en musculos de suinos permite conocer el estatus sanitario de la
piara argentina, atil para orientar planes de control y promover practicas de manejo en las

explotaciones porcinas.
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Por otro lado, cabe aclarar que no fue posible la realizacidon del objetivo secundario propuesto, el
cual planteaba la identificacién de antigenos inmunodominantes de Sarcocystis spp. presentes en
suinos de nuestro pais. La causa de esto fue que, al momento de realizar la PCR del gen cox |,
especifica para el diagndstico de S. suihominis, surgieron dificultades metodoldgicas en su puesta a
punto, lo cual llevd mayor tiempo del contemplado; a esto se le sumaron las restricciones de
acceso y uso del laboratorio, tras la pandemia de COVID19. Como se menciona precedentemente,
no se detectd ninguna infeccién “pura” con S. suihominis, lo que hubiera permitido aislar quistes
de esta especie, para ser utilizados como antigenos en técnicas de inmunomarcacion. La baja
prevalencia de S. suihominis encontrada en este estudio, plantea también un desafio para lograr
una suficiente cantidad de parasitos puros o aislados en futuros estudios. En base a estos
resultados, podrian proponerse analisis proteicos y antigénicos de quistes individualizados, que
permitan analizar la potencial existencia de antigenos que generen respuestas seroldgicas

especificas de S. suihominis.

En conclusidn, este es el primer estudio de identificacion morfoldgica y molecular de Sarcocystis
spp. en suinos de Argentina, analizando condiciones geograficas para jabalies y, de cria para
cerdos. A partir de los resultados obtenidos, se desprende que la infeccién por S. miescheriana es
la mds prevalente en Argentina y estd mds extendida que la causada por la especie zoonédtica.
Asimismo, este estudio detectd por primera vez S. suihominis en suinos de Sudamérica. Sin
embargo, futuros estudios son necesarios en nuestro pais, enfocandose en la complementariedad
de métodos diagndsticos y en la obtencién de quistes o aislamientos de S. suihominis para
optimizar su diagndstico. Por ello, seria importante analizar un mayor nimero de muestras, en

particular proveniente de distintos cortes carnicos, frecuentemente consumidos crudos por
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humanos, aplicando métodos mas sensibles como técnicas de PCR en tiempo real y/o utilizando

otros marcadores moleculares.
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8. CONCLUSIONES

A partir de lo antepuesto, se concluye que no existen evidencias suficientes para rechazar las

hipétesis planteadas en esta investigacion, lo cual implica que:

A- A la fecha, existen al menos 2 especies de Sarcocystis que afectan a suinos de Argentina con

diferencias morfoldgicas y moleculares.

B1- La tasa de infeccidén con Sarcocystis spp. en musculos de suinos de Argentina es menor al 50%.
En particular, en este trabajo el 31,8% (255/801) de todas las muestras resultaron positivas
por MO vy el 46,6% (206/442) (cerdos: 96/202; jabalies: 110/240) de ellas fueron positivas a la

PCR del fragmento del 185 ARNr.

B2- La tasa de infeccidn con Sarcocystis spp. es significativamente mayor en jabalies, respecto de
lo hallado en cerdos domésticos. En funcion de los resultados obtenidos por MO, el 24,7%
(139/561) de los cerdos resultaron positivos a la presencia de Sarcocystis spp. en

contraposicion al 48,3% (116/240) de los jabalies (p<0,05).

B2- La tasa de infeccidn con Sarcocystis spp. es significativamente mayor en cerdos domésticos de

CSE (34,6%; 92/266) respecto de los cerdos de CI (15,9%; 47/295) (p<0,05).

B3- La tasa de infeccién con la especie la especie zoondtica en musculos de suinos de Argentina
es menor al 5%. En particular, el 3,6% (4/110) de las muestras de jabalies fueron positivas
débiles para S. suihominis, y esta especie no fue detectada en los musculos analizados de

cerdos domésticos.
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9. ANEXO

9.1 Solucidon buffer de fosfatos (PBS)

Solucidon madre (10X)

° Cloruro de sodio (NaCl) 40 g

° Cloruro de potasio (KCl) 1 g

° Di-sodio hidrogeno fosfato (Na,HPO,4) 5,75 g
° Potasio di-hidrogeno fosfato (KH,PO4) 1 g

° Agua destilada 500 ml

Solucion de trabajo (1X)

Utilizar la solucion madre diluida 1:10 en agua destilada. El pH final serd de 7,2.

9.2 Homogeneizacion y examen microscopico en fresco

° Picar entre 5y 10 g. de musculo con 50 ml de buffer de fosfatos (PBS) en un

homogeneizador (p. ej: mixer Philips 600 W);

] Filtrar, a través de colador, en un tubo de 50 ml;
° Centrifugar el filtrado a 500 x g durante 5 minutos (eliminar el sobrenadante);
° Recolectar 1 g. del sedimento (homogenato) en un microtubo de 1,5 ml (DNAsa free) y

conservar a -20°C para posteriores estudios moleculares (PCR y secuenciacién);

° Colocar homogenato en placas de Petri y observar en microscopio invertido (Nikon, 40X).
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9.3 Técnica de tincion con hematoxilina y eosina

1- Desparafinado: 2 pasajes por xilol de 10 min cada uno (escurrir bien).

2- Hidratacion:

e pasar por alcohol 100° 10 seg;

e pasar por alcohol 96° 10 seg;

e pasar por alcohol 70° 10 seg;

e pasar por agua destilada
3- Colorear con hematoxilina de Gill (30 seg a 3 min)
4- Lavado en agua corriente (realizar 2 o 3 cambios de agua corriente)
5- Enjuagar en agua destilada
6- Colorear con eosina (1 min)
7- Deshidratacién:

e pasar por alcohol 96° 10 seg;

e pasar por alcohol 100° 10 seg;

e pasar por xilol 10 seg

8- Montaje: con balsamo de Canadd
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9.4 Extraccion de ADN gendmico: Kit comercial Wizard Genomic PROMEGA

° Preparacion de la muestra y lisis (muestras + 1 control de extraccion)

1. Tomar entre 25-50 pug de cada homogenato de musculos a extraer, luego de descongelarlo a
temperatura ambiente.

2. Adicionar 600 pl de la solucién de lisis nuclear + 20 ul de proteinasa-K (40 U/mg) por muestra a
extraer.

3. Incubar overnight a 55 2 C con regulares agitaciones.

4. Adicionar 200 pl de la solucion de precipitacién proteica. Agitar por 20 segundos y se enfriar en
hielo por 5 min.

5. Centrifugar a 16,000 x g por 4 min.

° Precipitacion del ADN y rehidratacién

1. Transferir el sobrenadante a un microtubo de 1,5 ml conteniendo 600 pl de isopropanol a
temperatura ambiente.

2. Mezclar por inmersion

3. Centrifugar 16,000 x g por 1 min.

4. Descartar el sobrenadante y agregar 600 ul de etanol 70 %. Lavar el pellet por inversién del
tubo.

5. Centrifugar a 16,000 x g por 1 min.

6. Descartar el etanol y dejar secar el pellet durante 15 min con la tapa del microtubo abierta.

7. Adicionar 100 ul de la solucién de rehidratacidon de ADN a temperatura ambiente.
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9.5 PCR diagndstica para Sarcocystis spp. dirigida al fragmento del 185 ARNr

Realizar la amplificacion mediante PCR, de las muestras de ADN extraidas, utilizando los primers
SarcoFext (GGTGATTCATAGTAACCGAACG) y SarcoRext (GATTTCTCATAAGGTGCAGGAG) especificos
para el gen 185 ARNr de Sarcocystis spp.

Procedimiento

1. Preparar el master mix (muestras + 1), con las siguientes concentraciones:

° H20 ultrapura (csp: 25 pl)

L 10X PCR buffer 1x

L] BSA 20 mM

o MgCl, 0,75 mM

° SarcoFext 0,4 uM

o SarcoRext 0,4 uM

L] dNTPs 200 uM

o Tag-polimerasa (5U/1 ul) 1 U

2. Alicuotar el master mix (23 ul/reaccién) en tubos de 0,2 ml y agregar 2 pl de ADN de las
muestras extraidas a cada tubo.

4. Colocar los tubos en el termociclador y utilizar el siguiente programa: 94 °C/4 min, 40 ciclos de:
94 °C/40 seg, 59 °C/ 1 min, 72 °C/1 min y una extension final a 72 °C/5 min.

5. Correr los productos amplificados (volumen total de 25ul) en geles de agarosa al 1,5 % mediante
electroforesis (100 V, 120 mA durante 35 min), y visualizarlos utilizando SYBR® Safe DNA y

transiluminador de luz azul (Invitrogen, USA).
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9.6 PCR diagnostica para S. suihominis dirigida al gen marcador cox!/

Realizar la amplificacion de ADN mediante PCR utilizando los primers SF8
(CTTGGAGCGGTATGGCTAAT) y SR11 (GGAAGTGGGCAACAATGTAATA) especificos para el gen de
coxl de S. suihominis.

Procedimiento

1. Preparar el master mix (muestras + 1), con las siguientes concentraciones:

° H20 ultrapura (csp: 25 pl)

L 10X PCR buffer 1x

L] BSA 20 mM

L] MgCI2 0,75 mM

° SF80,4 uM

L] SR11 0,4 uM

L] dNTPs 200 uM

o Tag-polimerasa (5 U/1 pl) 1U

2. Alicuotar 22 pl del PCR master mix en tubos de 0,2 ml y agregar 3 ul de ADN de las muestras
extraidas a cada tubo.

3. Colocar los tubos en el termociclador y utilizar el siguiente programa: 90°C/5 min; 45 ciclos de:
94°C/30 seg., 54°C/30 seg., 72°C/90 s y una extension final a 72 °C/5 min.

4. Correr los productos amplificados (volumen total de 25ul) en geles de agarosa al 1,5 % mediante
electroforesis (100 V, 120 mA durante 35 min), y visualizarlos utilizando SYBR® Safe DNA y

transiluminador de luz azul (Invitrogen, USA).
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9.7 PCR diagnodstica para dirigida a ITS1

Realizar la amplificacion mediante PCR utilizando los primers SUF1
(GATTGAGTGTTCCGGTGAATTATT) y 5.85R2 (AAGGTGCCATTTGCGTTCAGAA) especificos para el gen
de ITS1 de Sarcocystis spp.

Procedimiento

1. Preparar el PCR master mix (muestras + 1), con las siguientes concentraciones:

° H20 ultrapura

L 10X PCR buffer 1x

L] BSA 20 mM

o MgCI2 25 mM

o SUF10,4 mM

° 5.85R2 0,4 mM

o dNTPs 200 uM

o Tag-polimerasa (5U/1 ul) 1 U

2. Alicuotar 22 pl del PCR master mix en tubos de 0,2 ml y agregar 3 ul de las muestras de ADN
extraidas a cada tubo.

3. Colocar los tubos en el termociclador y utilizar el siguiente programa: 95°C/15 min; 45 ciclos de:
94°C/30 seg., 55°C/30 seg., 72°C/90 seg. y una extension final a 72 °C/5 min.

4. Correr los productos amplificados (volumen total de 25ul) en geles de agarosa al 1,5 % mediante
electroforesis (100 V, 120 mA durante 35 min), y visualizarlos utilizando SYBR® Safe DNA y

transiluminador de luz azul (Invitrogen, USA).
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9.8 Purificacion de productos de PCR (Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System)

e Disolucion de la banda de interés presente en el gel

1. Después de la electroforesis, extraer la parte del gel que contiene la banda de ADN y

colocarla en un tubo de 1,5 ml DNAsa free.

2. Agregar 10 pl de solucion de unién a la membrana por cada 10 mg de porcién de gel.

Mezclar en vortex e incubar a 50-65 °C hasta que el gel se disuelva por completo.

e Procesamiento de los amplificados de PCR

1. Agregar un volumen igual de solucién de unién a membrana a cada amplificado.

e Unidén de ADN

1. Insertar la mini columna SV en el tubo de recoleccion.

2. Transferir la mezcla de gel disuelto o el producto de PCR preparado a la mini columna.

Incubar a temperatura ambiente durante 1 min.

3. Centrifugar a 16.000 x g durante 1 min. Desechar el sobrenadante y reinsertar la mini

columna en tubo colector.

e lavado

4. Agregar 700 pl de solucion de lavado de membrana (etanol agregado). Centrifugar a
16.000 x g durante 1 min. Desechar el sobrenadante y volver a insertar la mini columna en

el tubo colector.
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e Tubo

5. Repetir el paso 4 con 500 pl de solucion de lavado de membrana. Centrifugar a 16.000 x

g durante 5 min.

6. Vaciar el tubo de colector y volver a centrifugar la columna durante 1 min. con la tapa

de la microcentrifuga abierta para permitir la evaporacién de cualquier residuo de etanol.

e Flucion

7. Transferir, con cuidado, la mini columna a un tubo de 1,5 ml DNAsa free.

8. Agregar 25 ul de agua libre de nucleasas a la mini columna. Incubar a

temperatura ambiente durante 1 min. Centrifugar a 16.000 x g durante 1 min.

9. Desechar la mini columna y almacenar el ADN a 4 °C 0 —20 °C.
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