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INTRODUCCTION

A la actualidad son inumerables las contribuciones so-
bre la ultraestructura de Sarcocystis, en especial de su
pared quistica, la cual ha sido empleada con el objeto de
diferenciar las especies pertenecientes a este género (por
ejemplo Beaver y cols., 1979; Kan, 1979; Daly & Markus,
1980; Beaver & Maleckar, 1981; Gierde, 1985a, b, etc.); sin
embargo, se asume que la estructura de la pared quistica va-
ria de acuerdo con la edad del sarcoquiste (Daly y col.,
1980 y mMmunday & Obendorf, 1984), por lo cual Levine (1986)
hace un llamado de atencidén al respecto y propone determi-
nar las especies de Sarcocystis en base al conocimiento
del hospedero definitivo e intermediario en el medic silves-
tre o bién, en forma experimental para su correcta ubica-
cién taxonémica debido a su especificidad hospedatorisa,
por considerar la ultraestructura de la pared quistica poco

satisfactoria.

Cabe mencionar que la variacién estructural de acuerdo
a la edad del pardsito, ya habia sido sugerida por Sokoloff
y Caballero desde 1933, al estudiar una especie de
Sarcocystis proveniente del corazdén de ternera y estudia-
da de acuerdo al método de Gross; ademds, estos investiga-
dores mencionan que para clasificar los Sarcocystis "es in-

dispensable, ademds del estudio de la estructura de
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L3 wewbrana, el de la citologfa y del modo de reproduccién
de los pardsitos; lo cual concuerda con el llamado de Levi-

ne (1986).

En los registros internacionales no existen reportes
donde se mencione al roedor Neotoma micropus Blaird como
hospedero intermediario para Sarcocystis spp., pues solo
se conocen 19 especies de este protozoario apicomplexo dis-
tribuidos en Oryzomis capito; Bettogonia lesueri grayi,
Echinoscrex gymnuris, Mus musculus, Rattus porvegicus,
R. tiomanicus, R. exulans,. R. losea, R. villosissis,
R. jalorensis, R. colleti, R. argentiver, R. rattus
diardii, R. annadalei, Praomys natalensis, Peromyscus
higginsi (?), Mastacomys fuscus (?), Microtus savii,
Proechimys guyannensis, Bandicota indica y B. bengalen-

sis (Levine, 1986 y Levine y col., 1987).

El roedor Neotoma microtus es conocido comunmente co-—
mo rata gris de panza blanca y geograficamente se distribuye
de America Central a Canada, en Mexico, ademds de esta espe-
cie existe N. mexicana, reportada desde €l Centro Sur de
los Estados Unidos hasta Honduras, establecida en México en
la Regidén Central y Sur del Pais, con excepcidén del SO, la
Cuenca del Balsas, la Planicie costera del Golfo y la Penin-

sula de Yucatdn, reconocida como una especie nativa de es-



tas regiones (Ceballos y Galindo, 1984; Patten & Anderson,

1981; Murie, 1976).

Por este motivo, el objeto principal de este trabajo es
el determinar el ciclo biolégico experimental de la nueva
especie de Sarcocystis pardsita de Neotoma micropus, co-
lectada en las Rancherias "Las Flores" y "Las Animas", loca-
lizadas en Doctor Coss, Nuevo Leén, México; asi como des-
cribir la ultraestructura de su pared quistica 'y bradizoitos
para compararla con las especies afines descritas en la lite-

ratura.
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ANTECEDEHNTES

Sokoloff y Caballero (1933) aplican el método de Gross
a los sarcoquistes obtenidos del corazdén de ternera y que
inicialmente habian identificado como S. tenella. De acuer-
do a sus observaciones, concluyen gue la variacién estructu-
ral a nivel de microscopia de 1luz se debe a la edad joven de
los pardsitos y que para su correcta c¢lasificacidén es in-
dispensable, adem&s del estudio de la estructutra de la mem-
brana, el de la citologia y del modo de reproduccidn de

los pardsitos.

Christie, Dubey y Pappas (1976) estudia la prevalencia
de la sarcocistosis en gatos provenientes de una zona de re- |
creo en Ohio, E.U.A. De 1000 gatos revisados encuentra que
el 0.2 & tenia sarcocistosis. Identifican los ooquistes de

este pardsito mediante inoculaciones en ratones.

Markus (1978) describe la importancia de la sarcocisto—
sis como una entidad de importancia clinica y veterinaria.
Entre los datos mds sobresalientes menciona con detalle la
patogenicidad, cambics patogénicos ocasionados por €l pard-

sito e inmunologia y serologia.

Beaver y col., (1979) revisan cinco casos clinicos de
Sarcocystis en el hombre y lo comparan con las revisiones

de casos anteriores. Revelan que la especie puede ser desig-



nada como Sarcocystis lindermani.

Heydron y Baralambidis (1979) estudian el desarrollo de
una especie de Sarcocystis de gran importancia veterinaria
(8. capricanis), por lo cudl infectan oralmente 13 cabras
con 30 000-30 millones de esporocistos y obtienen la infe-
ccidén en todos los animales. Reportan sintomas de apatia,
anemia, fiebre y caquexia, ademds de la muerte en ejempla-
res inoculados con 150 mil esporocistos o mids a los 20-34
dias de postinoculacién. En el exAmen patolégico encuen-
tran los esquizontes en todos los drgancos de los animales,

incluyendo el cerebro y corazén.

Kan (1979) examina bajo el microscédpio electrédnico de
transmisién la pared guistica de Sarcocystis encontrada
en misculoc esgquelético y tejido subcutdneo de los roedo-
res Rattus rattus diardi, R. exulans, R. annandaleji,
"R. "jalorensis y Bandicota indica. Encuentra tres tipos
de quistes morfolégicamente distintos en infecciones Uni-
cas o mixtas. Sugiere que estos roedores son importantes hos-
pederos intermediarios en el ciclo vital de, por lo menos,
tres especies de Sarcocystis cuyo hospederoc definitivo es

desconocido.

Kan y cols. (1979) describen detalladamente la microes-—
tructura de la pared del quiste y zoitos de una especie de

Sarcocystis del misculo esguelético de un mono



Macaca fascicularis infectado en forma natural en Malasia.
-Encuentran similitudes con un sarcoquiste de roedor, otros
tipos descritos en monos y otras especies de casos humanos.
Indican que es probable que el hombre, roedores y monos sir-
van como hospederos intermediarios comunes para varias espe-

cies de Sarcocystis.

Markus y cols. (1979) reportan que ultraestructuralmen-
te la pared quistica del microquiste de Sarcocystis encon-
trado en zebras son similares a los descritos en el caballo
doméstico. Para realizar su estudio inoculan experimental-
mente cuatro perros y lo identifican como el hospedero defi-
nitivo experimental, el cual adquiere la enfermedad en un
plazo de 15 dfas. Concluyen que los animales silvestres sir-
ven como reservorio para los sarcoquistes de animales domés-

ticos.

Aryeetey, Melhorn & Heydron (1980) infectan oralmente a
cabras con esporoquistes de S. capricanis provenientes de
heces de perros los cuales habian sido infectados previamen-
te con carne gque contenia Sarcocystis de cabras infecta-
das en forma natural y recuperan esquizontes maduros en el
citoplasma de las células endoteliales en las venas del hi-

gado, rifién y cerebro a los 12, 20 y 21 dias de la inocu-

lacién.
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Daly y Markus (1980) demuestran la utilidad de los estu-
dios de la pared quistica del sarcoguiste para ubicar a las
especies de este coccidio. En su trabajo utilizan sarcoquis-
tes de ovinos cuyo hospedero definitivo experimental es el

gato.

Melhorn & Frenkel (1980) comparan la ultraestructura de
los quistes de Hammondia hammorndi y Toxoplasma gondii en
misculo esquelético de ratones con los quistes de Sarco-
cystis muris. Concluyen que la distincién genérica se ba-
sa en la distribucién de los 2zoitos en los 6rganos del hos-

pedero intermediario y el hospederc definitivo.

Beaver y Maleckar (1981) inoculan por via oral a roedo-
res de laboratorio, gatos y monos, esporocistos obtenidos de
culebras y obtienen infeccién solo en las ratas. Identifi~
can los coccidios como S.  singaporensis y S. zamani y
mencionan que estos han sido reportados anteriormente de va-
rias especies de roedores silvestres, mientras que una ter-
cer especie identificada (S. wvillivillosi) representa un

caso dnico en roedores.

Heydron y Matuschka (198l) infectan experimentalmente a

perros y mapaches con sarcoquistes de varios hospederos



intermediarios. Identifican a 8. snicanis, B. ovicanis y
8. capricanis. Confirman la importancia epidemiolégica
del mapache como un hospedero final para la especie S. sui-

canig en Europa.

Markus y cols. (1981) estudian la ultraestructura del
quiste encontrado en el mono Cercopithecus pygerythrus de-
tectado en misculo esquelético en 11 de 134 monos sudafri-
canos. Relacionan sus resultados con un caso clfinico repor-

tado anteriormente en miisculo de un sudafricano.

Munday y Obendorf (1984) estudian el desarrollo de Sar-
cocystis gigantea y de las lesicnes en 32 ovejas inoculadas
experimentalmente para observar €l cambio morfolégico en la
pared quistica de acuerdo con la edad del pardsito. Con es-
te estudio demuestran que las descripciones taxonémicas en
base a la ultraestructura de la pared del quiste son poco

dtiles y que tienen que apoyarse en otro tipo de estudios.

Ford (1986) confirma la transmisidén gato-oveja en el
c¢iclo de la sarcosporidiosis para lo cual utiliza animales
libres de la enfermedad.

Levine (1986) sugiere un cambio taxonémico completo pa-
ra la ubicacidén de las especies de Sarcocystis Lankester,
1882 en base a estudios de ciclo bioldgico mediante infec-

ciones experimentales o en forma natural. Reconoce 122 espe-



cies del género y advierte el peligro de utilizar la micros-
copia electrénica para el ordenamiento de las especies de-

bido a que esta cambia con la edad del pardsito.

Rirkpatrick y cols. (1987) examina 52 mapaches (Pro-
cyon lotor L.) capturados en Ohio, Pennsylvania, Florida y
Maryland, E.U.A y encuentra un indice de infeccidén del 50
$ con SBarcocystis sp. Sugiere que el medio silvestre el

hospederoc definitivo pude ser un carnivoro.

Levine y Ivens (1987) recopila la informacién existen-
te sobre las especies de coccidios en roedores y encuentra
1687 especies conocidas en estos vertebrados, de las cuales

seiffala 19 para Sarcocystis.



MATERIAL Y METODOS

Descripcién del area de estudio: El Rancho "Las
Flores” y "Las Animas™ se encuentran ubicados en el Munici-
pio de Doctor Coss, en la Provincia Fisiogrdfica de la Gran
Llanura de Norteamérica en el Este del Estado de Nuevo
Ledn, entre las coordenadas 25° 56' de Latitud Norte Y
99° 11' de Longitud Este. El tipo de vegetacidn predomi-
nante es la xerdéfita, constituida por matorral espinoso y
mezquital. La precipitacién pluvial oscila entre 300 y 600
mm anuales, el clima varfia de secos a semic&lidos subhime-
dos, la temperatura media es mayor de 22%; registrdndose
las mas cdlidas de Junio a Agosto con 30-~32%. E1 tipo de
suelo es salino y xrosoles sobre una topografia de llanu-
ras y lomerios suaves (Secretaria de Programacidén y Presu-

puesto, 1981).

Colecta de Hospederos: La captura de las ratas de cam—
po Neotoma micropus Blaird, se realizd con el empleo de
trampas Havahart (Cat. Bio-Quip, 1986-1987) y cebos de dife-
rentes tipos como son crema de cacahuate, bharina de maiz, ha-
rina de trigo, aceite de sardina, etc, de acuerdo a las reco-

mendaciones de Gavifio y cols., 1985.

Las trampas Havahart fueron colocadas cerca de las ma-
drigueras de las ratas, los cuales se encontraron en la base

de las nopaleras principalmente.
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Los roedores capturaados fueron transportados vivos al
Laboratorio de Parasitologia de esta Facultad, donde se di-
sectaron para examinar el teji'do muscular en blisqueda de
los saecoquistes, los cuales fueron depositados inicialmente
en solucidén salina fisiolégica y divididos en tres lotes
para el estudio de microscépta y ciclo biolégico experimen-

tal.

Estudio de microscopia de lug: Un lote de sarcoquis-
tes detectados en los misculos maseteros, nasales, intercos-
tales y en piernas, fueron fijados en formalina al 10 & por
24-48 horas para posteriormente tefiirlos con la técnica
tradicicnal de Hematoxilina y Eosina (Lillie & Fullmer,
1976); ademds, otros quistes fueron presionados individual-
mente entre portaobjetos y cubreobjetos para liberar los bra-
dizoitos y teflirlos con azdl de metileno, segin las téc-
nicas descritas por Melvin-Brooke, 1974. La meristica de
los sarcoquistes y bradizoitos fueron realizadas con un ocu-
lar micrométrico adaptado a un microscopio Carl Zeiss Ju-
nior y Las fotografias fueron tomadas en un Fotomicroscopio

Carl Zeiss III.

Los ooguistes inmaduros provenientes de las inocula-
ciones experimentales en gatos domésticos fueron esporula-
dos en una solucidn de dicromato de potasio al 2.5% con ae-

reacidén constante por un periodo de 2-7 dias, después ge
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de lo cual fueron separados de los detritos mediante la téc-
nica de concentracidén por centrifugacién de ooquistes con
una solucion salina saturada de cloruro de sodio descrita
por Davis (1973) y transferidos finalmente a agua destilada,

donde se mantuvieron en viales para su estudio.

Estudio de microscopia de transmisién: Un segundo lo-
te de sarcoquistes fue transferido de la solucidén salina a
glutaraldehido al 2 % para su fijacién, después de lo cual
fueron postfijados en tetradxido de osmio al 4%, deshidrata-
dos en una serie gradual de acetona y Sxido de propileno e
incluideos en resina epon. Los cortes finos y semifinos se
realizaron en un Ultramicrotomo Sorvall Porter Blum, los cor-
tes ultrafinos fueron depositados en rejillas de 200-400
mesh, trefdidos con citrato de plomo y acetato de uranilo y
exminados en un microscopio electrénico de transmisién EM
109 de acuerdo a las técnicas descritas por Hayat (1972),

Beaver y cols. (1979); Kan (1979) y Daly & Markus (1980).

Inoculacin experimental: Un tercer lote de pardsitos
constituido por 390 sarcogquistes fué subdividido en 6 gru-
pos de 65 quistes para ser administrados por via oral mezcla-
dos con el alimento a tres gatos domésticos Felis catus y
tres perrosg Canis familiaris previamente desparasitados y

en cbservacidén continua por un periodo de dos semanas.
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A los dos grupos de hospederos experimentales se les
mantuvo con alimento comercial peletizado durante el desarro-
llo del experimento, y una vez infectados fueron examinados
diariamente en bisqueda de los ooquistes por un periodo de
17 dias consecutivos. Los exé&menes coproparasitoscépicos
se realizaron con las primeras deyecciones del dia y en ba-
se a preparaciones directas con solucién salina y con lugol
entre portaobjetos y cubreobletos, segin lo recomienda Mel-

vin & Brooke (1974) y Faust (1976).

Los ooquistes completamente esporulados fueron adminis-
trades por via oral a seis ratones delaboratorio, a dosis
de 30, 50, 100, 150, 300 y 600 ooguistes por ratén. Para fa-
vorecer la ingestidén de los ooquistes se utilizé una solu-

cién de fructuosa donde fueron suspendidos los ooquistes.

De la misma manera se procedidé a inocular tres cuyos y
tres ratas blancas con dosis de 30, 50 y 100 ooquistes por
animal experimental, de acuerdo a las técnicas mencionadas

por Christie y cols. (1976) y Beaver & Maleckar (1981).
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RESULTADOS
Para el ordenamiento taxondmico de la nueva especie de
protozoario apicomplexo Sarcocystis neotomafelis n. sp. se
siguid el criterio establecido recientemente por Levine

(1986).

Incidencia de sarcosporidiasis:

Los sarcoquistes fueron obtenidos de 100 roedores sil-
vestres Neotoma micropus de los cuales 46 fueron machos y
54 hembras; la prevalencia global de parasitismo detectada
fué del 73 %, distribuidos en un 46.57 % en los machds y
53.42 % en las hembras, lo cual parece indicar que este tipo
de parasitosis no depende del sex del hospedero para su es-
tableceimiento, pues de los machos se encontraron 34 positi-
vos y de las hembras 39, sin mostrar una diferencia notable

en su distribucién.

Estudio morfoldgico con microscopia de luz:

Los sarcoquistes procesados por la técnica de hematoxi-
lina y eosina, miden 148.9 a 1161.42 um de longitud por
59.56 a 729.61 um de anchura; estos fueron localizados prin-
cipalmente en los musculos maseteros, fosas nasales, y en me-
nor cantidad en los misculos intercostales, fasciales y en

las extremidades posteriores. "

Al microscopio de 1luz, se observa solamente una pared
quistica de 2 a 4 um de grosor (Foto 1), sin proyecciones di-
rigidas hacia el tejido del hospedero, ocasionalmente se ob-
serva un espacio vacio entre la pared quistica y las fibras
musculares (Foto 1 y‘3). En algunos sarcoquistes los bradi-

zoitos se observan distribuidos principalmente en el margen



LAMIEA 1

Foto 1 - Foto 4: Observaciones del quiste de Sarcocystis
neotomafelis n.sp. con microscopia de 1luz.

Foto 1. Panordmica de la pared quistica, note el espacio
vacio entre la pared quistica y el tejido del hospede-
ro (FM). 1000 X

Foto 2, Quiste con bradizoitos en la periferia y material
granular en el centro. 800 X

Foto 3. Quiste con bradizecitos distribuidos completamente en
su interior. 1000 X

Foto 4. Zona centralde quiste donde presenta material granu-
lar y fibras dirigidas de la periferia al centro (fle-

cha). 1000 X
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periferico (Foto 2), mientras en otros se encuentran disper-—
so0s uniformemente en todo el interior (Foto 3); en la zona.
central del primer tipo de sarcoquistes se observa un mate-
rial granular donde convergen numerosas fibras gque se origi-
nan cerca de la pared y le dan una apariencia de interdivi-
siones o compartimentos gque separan un paquete de bradizoi-

tos de los otros (Foto 4).

Los bradizoitos se observan en forma de luna en cre-
ciente cuando maduros y miden 7.65 a 12.24 um de longitud y

1.53 por 3.06 um de anchura.

Estudioc ultraestructural:

Al microscopio electrdénico de transmision se observan
dos tipos de pared en los de quistes sarcosporidianos, de
acuerdo a su estructura, algunos se encuentran rodeados por
la pared quistica primaria y secundaria y otros solamente

por la pared guistica primaria.

La pared secundaria (Foto 7 y B)se encuentra mids cer-
cana al tejido del hospederc separada ocasionalmente de este
iltimo por una membrana (Foto 9), sin observarse una vacuo-
la parasitoforaj; carece de invaginaciones o proyecciones,
presenta un grosor variable de 225 nm a 1.136 um (Foto 7 y
8), en su interior se encuentran inumerables vesiculas con

una longitud de 66 nm a 1.42 um por 125 a 583 nm de anchura,
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LAMINRA 2

Foto 5 - Foto 8: Aspectos de la pared quistica de S. neoto-
mafelis n.sp. observados al microscopio electrdnico
de transmisién.

Foto 5. Quiste rodeado por la pared quistica primaria sola-
mente, constituida por la membrana limitante con proyec-
ciones (flecha) y la substancia granular periférica
(SG). Observe la pelicula de aspecto membranal que li-
mita la substancia granular y el contenido quistica.
30, 000 X

Foto 6. Panordmica de la pared quistica primaria embebida
en tejido fibroso. Observe la mitocondria del angulo iz-
gquierdo superior (flecha), proyecciones digitiformes y
substancia granular. 12, 000 X

Foto 7. Quiste con una pared gquistica secundaria y pared
quistica primaria. 20, 000 X

Foto B. Aspecto general de la pared primaria y secundaria
(flecha curveada) que rodean al quiste dividido en sep-
tos (S) o compartimientos. Note el nlicleo (N) de un me-

trocito o bradizoito inmaduro. 4, 400 X
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estas vesiculas ocasionalmente se observan ocupadas por un
material amorfo, granular y ligeramente electrodensoc que pre-
sentan un didmetro de 40 a B63 nm. En el interior de la pa-
red secundaria se o¢bservan también material fibrilar y re-

ticulo endopldsmico.

La pared primaria se localiza inmediatamente abajo de
la secundaria, se encuentra constituida por una membrana li-
mitante y la substancia granular. La wmembrana limitante pre-
senta en su superficie externa numerosas invaginaciones o
proyecciones dirigidas hacia la pared secundaria o hacia las
células del hospedero, estas miden de 41 a 400 nm de longi-
tud con una anchura de 83 a 108 nm (Foto 5 y 6é), son proyec-
ciones digitiformes sencillas y ocasionalmente se ramifican
en tres proyecciones similares. Bajo la membrana limitante
se encuentra la sustancia granular que rodea la periferia
del quiste con un espesor de 175 nm a 1.025 um ; en su inte-
‘rior presenta material electrodenso y vesiculas rodeadas
por una membrana. Entre la sustancia granular y el resto del
contenido no se observa membrana limitante, solo las que per-
tenecen a los bradizoitos inmaduros., La sustancia granular
electrodensa se invagina hacia el interior del quiste a una
distancia de 1.363-6.3 um y rodea los bradizoitos en desarro—

llo (Fotos 8-10).
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LAMINA 3

Foto 9 - Foto 12: Aspectos generales del interior del gquiste
de 5.- peotomafelis.

Foto 9. Acercamiento a un metrocito donde se aprecia el ni-
cleo (N) y vacuolas lipidicas inmediatamente bajo la
substancia granular (SG) limitada por la pared primaria
(flecha) y la pared secundaria (PS). 12, 000 X

Foto 10. Aspecto de las interdicisiones o septos del quiste,
constituidos por substancia granular similar a la que
rodea la periferia interior del quiste. 4, 400 X

Poto 1l1l. Panordmica de los bradizoitos en forma de luna en
cresciente localizados en el interior del quiste.

7,000 X
Foto 12. Corte transversal de los bradizoitos observados al

microscopio electrénico de transmisién. 12, 000 X
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LANMINA 4

Foto 13 - 16: Micrografias al microscopio electrénico del
sarcoquiste mostrando los diferentes aspectos del quis-
te y bradizoitos.

Foto 13. Panordmica de la morfologia general de los bradi-
2oitos de S. neotomafelis. 4, 400 X

Foto 14. Regidn apical en corte longitudinal de un bradizoi-
to donde se observa el inicio de los roptries y la do-
ble pelicula que los rodea. 30, 000 X,

Foto 15. Corte transversal de la regién apical de un bradi-
zoito donde se observa el conoide, anillo polar y el
origen de los roptries. Observe la doble pelicula que
rodea al bradi’zoito vy la vacuola lipidica del inte-
rior. 140, 000 X

Foto 16. Acercamiento a la region apical de un bradizoito en
corte transversal, note el inicio de los roptries y la

vacuola con doble pelicula en la matriz. 50, 000 X
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Los roptries alcanzan a medir 6.71 um de longitud (Fo-
tos 11, 17) y se observan aproximadamente de 8 a 9 por bra-
dizoito, son sumamente electrodensos y con un didmetro va-

riable de 190-500 nm (Fotos 12-13, 17-21).

Dispersos en la region medial anterior de los bradizoi-
tos se localiza una gran cantidad de micronemas (Fotos 11,
13, 17, 18), los cuales se cbservan como estructuras ligera-
mente electrodensas, fusiformes y en su mayoria dirigidas
hacia el extremo apical, estas miden de 44 a 225 pm de longi-

tud por 26 a 60 nm de anchura.

Los microtibulos se localizan inmediatamente abajo de
la membrana celular interna (Fotos 20-21); en corte transver-
sal son redondeados con 14 a 20 nm de didmetro, aparentemen-
te huecos y en corte longitudinal se observan como estructu-
ras cilindricas que recorren la periferia del bradizoito y
convergen en el conoide (Foto 19), observandose en nimero
de 8 a 16 por célula, separados entre si por una distancia
aproximada de 126 a 258 nm lo cual varia de acuerdo al ni-

vel del corte transversal.

En el interior del bradizoito también se observan nume-
rosas vesiculas lipidicas {(Fotos 11-13, 17) las cuales lle-
gan a medir de 272 a 500 nm de longitud por 142 a 280 nm de
anchura y se localizan en su mayoria en la region media del

bradizoito.
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LAMINA 5

Foto 17 - Foto 20: Aspectos ultraestructurales de los bradi-
zoitos y la matriz del quiste de S. neotomafelis.

Foto 17. Micrografia que muestra los roptries en corte lon-
gitudinal y transversal. Observe la variccidén en el
didmetro de estas estructuras y las vesiculas embebi-
das en la matriz. 20, 000 X

Foto 18. Micrografia de los bradizoitos en corte longitudi-
nal que presenta los micronemas >(MN) fusiformes con el
axis principal dirigido longitudinalmente. Observe el
plano longituinal del conoide y las vesiculas de la ma-
triz, 20, 000 X

Foto 19. Aspecto del conoide donde convergen los micronemas
(flecha) en la region apical del bradizoito. 30, 000 X

Foto 20. Corte transversal de un bradizoito a nivel de los
roptries. Adem&s se observa la doble pelicula (fle-

cha) y las vesiculas de la matriz. 30, 000 X






Los bradozoitos inmaduros se localizan generalmente in-
mediatamente bajo la sustancia granular, donde se encuentran
embebidos (Fotos 8-9). Los bradizoitos completamente desa-
rrollados Fotos 11 y 13) son en forma de luna en creciente
con el extremo anterior agudo y el posterior ligeramente re-
dondeado; se distribuyen irregularmente dentro del quiste.
Miden 6.6 - 9.8 um de longitud por 1.68 - 2.26 um de anchu-
ra.. Poseen dos membranas celulares lo cudl constituye la pe-
l{cula, separadas por una capa intermedia de material lige-
ramente electrodenso semejante a la sustancia granular elec-
trodensa; la membrana externa presenta un espesor de 6-15
nm, la capa intermedia de 6 - 16 nm y la membrana interna de

8-16 nm.

En la regién apical los bradizoitos presentan un conoi-
de electrodenso (Fotos 14, 18, 19), semejante a un cilindro,
las paredes del conoide miden 28.5 a 316 nm de longitud de
acuerdo al tamafio del bradizoito con un didmetro exterior
de 272 a 340 nm e interior de 239 a 321 nm. En corte trans-
versal (Fotos 15-16) posee varias masas de material amorfo

que constituye el inicio de los roptries.

El anillo polar (Fotos 15-16) se localiza en la perife-
ria externa del conoide, mide 250 nm de didmetro interno y

360 nm de didmetro externo con un grosor de 36 nm.
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LAMIRKA 6

Foto 21 - Foto 22: Ultraestructura en corte transversal de
los bradizoitos y matriz circundante del sarcogquiste.

Foto 21. Pelicula constituida por la membrana externa, zo-
na media y membrana interna (flechas) de los bradizoi-
tos a nivel de los roptries. Note las vesiculas con do-
ble membrana que rodean los bradizoitos. 50, 000 X

Foto 22. Ultraestructura de un corte transversal a nivel del
nicleo (N) que ocupa toda la anchura del bradizoito.

Note la doble pelicula y los elementos vesiculares gque

le rodean. 30, 000 X






El nidicleo se localiza cerca del extremo posterior (Fo-
tos 11, 13), este es de forma redondeada, antero posterior-
menente alargado y llega a ocupar casi toda lo ancho del bra-
dizoito (Fotos 11, 13, 22), mide de 1.78 a 2.71 um de longi-
tud por 1.171 a 1.25 de anchura m&xima.

En la matriz del sarcoquiste se localizan una gran can-
tidad de vacuoclas con un didmetro de 50 a 400 nm, rodeadas
por una doble membrana, las cuales pueden observarse en las

fotos 11-22.

Ciclo Bioldgico Experimental:

Los perros domésticos inoculados con los sarcoguistes
viables y revisados periodicamente en busca de los ooquistes
isosporidianos fueron sacrificados al 45 dia de post-inocu-
lacién debido a los resultados negativos en los exdmenes
coproparasitoldgicos. Estos redultados fueron corroborados
por el estudioc histoldgico del intestino donde se reveld

la ausencia de fases gametogdnicas.

En los gatos domésticos, en cambio, se obtuvo la pro-
duccidén de los ooquistes isosporidianos inmaduros al 170

dia de post-inoculacidén.

Las preparaciones en fresco con lugol o sclucidn sali-
na fisioldgica revelaron la procduccidn de ooquistes con

uno o dos esporoblastos (Foto 23-24). Al tercer dia de espo-
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LAMNINA 7

Foto 23 - Foto 26: Morfologia de los ocoquistes producidos
por S. neotomafelis en gatos domésticos inoculados

experimentalmente.

Foto 23. Ooquiste inmaduro con un esporcblasto. 800 X

Foto 24. Oogquiste observado en heces fecales de los gatos do-
mésticos con dos esporoblastos. 1, 000 X

Foto 25. Ooguiste isosporidiano maduro en dicromato de pota-
sio al 2.5 %. Note los dos esporocistos con cuatro espo-
rozoitos cada uno. 1, 000 X

Foto 26. Oogquiste isosporidiano madurado en disromato de po-
tasio 2.5 %. Note los cuadro esporozoitos por esporocis-
to y el cuerpo residual, asi como la ausencia del mi-

cropilo.
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rulacién inducida con dicromato de potasio y bombeo de ai-
re, se observd la maduracidn completa de los oogquistes,
los cuales presentan dos esporocistos con cuatro esporozoi-

tos cada uno (Fotos 25-26).

Los ooquistes isosporidianos esporulados miden de 24.48
a 30.6 um de longitud por 18.36 a 22.95 um de anchura, mien-
tras los esporocistos presentan una longitud de 15.3 a 19.89

um de longitud por 10.71 a 15.3 um de ancho,

Los esporozoitos son en forma de luna en creciente, mi-
den 10.71-18.36 de longitud por 3.06-4.59 de anchura mixi-
ma. El residuo del esporocisto presenta un didmetro aproxi-

mado de 3.06 um.

En los ratones inoculados con lotes de 30, 50, 100,
150, 300 y 600 coguistes isosporidianos, se observé muerte

sibita iniciando al tercer dia de post—inoculacién.

Los intestinos de los animales experimentales se obser-
.varon con liquefaccidén y necrosis generalizada sin llegar a
observar la formacidn de sarcoquistes en vasos o misculo.
Resultados similares fueron observados en tres cuyos y tres

ratas blancas.



DISCUSIONES Y CORCLUSIONES

E~ este trabajo se describe la ultraestructura de la pa-
red quistica y bradizoitos de Sarcocystis neotomafelis

D.sp.

Debido a que durante las dos iditimas décadas han sido
inumerables las contribuciones sobre este tema, no es sor-
prendente observar una elevada variacién en la terminolo-
gfa empleada, en este trabajo nos inclinamos en utilizar
1os terminos edmpleados por Levine (1986) por considerarla

la de mayor difusidén a nivel mundial.

Anteriormente a la fase de sarcoquiste se le denominaba
tubulos de miescher, que contienen fromas “"maduras" llamadas
bradizoitos en su interior o ultima generacidén de merontes
(cistozoitos, —erozoitos, zoitos) y fromas "inmaduras®™ o
~etrocitos; estos provienen de los esporozoitos ingeridos
por el hospedero intermediario, los cuales desarrollan la
primera generacidén de merontes en las cé€lulas endoteliales
o subendoteliales de los vasos sanguineos y desarrcllan la
primera generacién de merozoitos (taquizoitos) los cuales
dan lugar a la sequnda generacién de merontes y consecuente-
mente a la segunda generacidén de merozoitos; menciona que
esta secuencia puede ocurrir varias veces y que finalmente
se establecen en misculo donde desarrollan el sarcogquiste;

en el hospedero definitivo, una vez gue ingiere los sarco-
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quistes, los bradizoitos desarrollan gamontes en la pared in~
testinal y se desarrollan a gametos, 2igotos y finalmente a
ooquistes con dos esporocistos y cada uno con cuatro esporo-

zoitos (Levine, 1986).

Sobre el género Sarcocystis solo existe una contri-
bucidén formal realizada en la Republica Mexicana por Soko-
loff y Caballeroc (1933), el cual destaca por su caracter vi-
sionario al sefialar gue los sarcoquistes provenientes de un
corazdn de ternera son dificil de identificar debido a que
"para ello es indispensable, ademas del estudio de la mem-

brana, el de citologia y del método de reproduccién®.

De acuerdo al ciclo biolégico presa-predator gque pre-
sentan estos protozoarios apicomplexos, proponemos esta nue-
va especie debido a la especificidad que presentan, pues no
existe ninguna especie asignada para la rata de campo Neo—
toma micropus como hospederc intermediario, de acuerdo al
listado proporcionado por Levine (1986) quien ordena 122 es-
pecies reconocidas en base al hospedero definitivo e interme-
diario, de las cuales, segln menciopna solO se conocen en 56

especies.

Para la determinacidédn especifica de S. neotomafelis
se consideré principalmente el ciclo biolégico experimen-

tal el cual incluye a la rata Neotcma y gatos
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domésticos, debido a que en la actualidad no es suficiente
el conoc¢cimiento ultraestructural de la pared y bradizoitos,
pues en el transcurso de los 70's-80's una gran cantidad de
estudios fundamentaban las descripciones de las nuevas espe-
cies en la estructura de la pared quistica (Dissanaike &
Kan, 1978; Kan & Dissanaike, 1978; Kan, 1979; Beaver & Male-
ckar, 198l; Colwell & Mahrt, 198l; Markus y cols., 198l; Kai-
ser & Markus, 1%83 y Gjerde, 1985a, b) lo cual ha pasado a
segundo término debido a las contribuciones de Munday &
Obendorf (1984) quienes al estudiar la morfologia de Sar-
cocystis gigantea en ovejas infectadas experimentalmente ob-
ervan los cambios estructurales de la pared quistica del
40° dia al 47 meses de post-inoculacién. Otras de las con-
tribuciones gue respaldan los resultados de estos investiga-

dores son las de Box y cols. (1984) y Markus (1984).

De acuerdo a los resultados obtenidos, S. neotomafe-
lis es una especie altamente especifica para la rata gris
de panza blanca, debido a que los ooquistes esporulados no
infectaron a los ratones y ratas de laboratorio, cuyos y ham-
esters. De hecho, para Sarcocystis y otros organismos rela-
cionados, se reconoce una gran especificidad parasitaria por
lo cual es necesario determinar el hospedero definitivo natu-
ral o experimental. Ipncluso se le reconocen no solo un es-

trecho rango de hosdantes, sino que presentan afinidad por
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ciertos organos, partes de ciertos sistemas, tipos especifi-
cos de celulas y localizaciones especificas dentro de las
células dentro de las cuales habitan; por lo cual, en este
trabajo se tomaron en cuanta los tres principios bdsicos
para la identificacién de coccidios (1) morfologia de los
ooqui stes, considerado como un metodo excelente para descri-
bir e identificar nuevas fromas; (2) la determinacién de
los hospederos, necesaria para conocer €l ciclo bioldgico y
la apariencia de los ooquistes y (3) comprobar que los verte-
brades filogeneticamente relacionados no son hospederos de
la especie en estudio, debido a que las fallas para producir
una infeccidn en hospederos potenciales afines donde al pa-
recer este tiene una amplia oportunidad para ser infectivo
significa que el hospedero no es el adecuado. (Marquardt,

1973).

Con este reporte, ascienden aproximadamente a 20 las es-
pecies de Sarcocystis detectadas en roedores, lo cual sig-
nifica 448 especies de coccidios distribuidas en 1688 espe-
cies conocidas de roedores pertenecientes a 16 familias, 93
géneros y 208 especies de hospeantes, seglin los listados

proporcionados por Levine & Ivens (1987).

Los resultados obtenidos sobre la ultraestructura de la

pared y bradizoitos son generalmente similares a los que



se describen para otras especies del género. Las especies
que presentaron mayor semejanza son los descritos por Beaver
¥ Maleckar (1981) quienes inoculan por wvia oral a roedores
de laboratorio, gatos y monos esporocistos obtenidos de cu-
lebras Python reticulatus y obtienen infeccién solo en
las ratas donde determinan a las especies S. zamani y S.
villivillosi. ;I'ambién presenta semejanza ultraestructural
con S.muris (Mehlhorn & Frenkel, 1980) y S. sigmodontis
(Dubey & Sheffield, 1988). La comparacién ultraestructural
de §. neotomafelis con respecto a estas especies sefiala
que los organismos descritos en este trabajo difiere de S.
muris en que estos ultimos habitan dentro de las fibras mus-
culares, al micr'oscopio electrénico la pared primaria estd
constituida por numerosas vesiculas proyectadas hacia las
células del hospedero sin desarrollar las protrusiones ti-
picas sin presentar una pared quistica secundaria (Mehlhorn

& Frenkel, 1980).

S.- singaporensis Zaman & Colley, 1976 difiere habitar
el misculo esquelético en general de Rattus norvegicus,
presenta quistes fusiformes, sus quistes miden 100 um o me-
nos; las microfotografias al M.E.T. muestran una pared quis-
+tica con proyecciones alargadas similares a vellos largos
sin filamentos (Zaman & Colley, 1975, 1976; Beaver & Male-

ckar, 1981).
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S, villivillosi, proveniente del musculo esquelético
de Rattus norvegicus difiere del organismo agqui descrito
por presentar quistes microscopicos de 180 um de largo por
20 um de ancho y son fusiformes; S. zamani, reportada del
mismo hospedero difiere porque los Qquistes habitan en
musculo estriado, principalmente en lengua, esdfago, vagina
y diafragma, —iden de 200 a 300 um de didmetro y son
fusiformes (Beaver & Maleckar, 198l1l). En cuanto al ciclo
bioldgico, S.zxamani, S. singaporensis y S.
villivillosi difiere de S. neotomafelis por presentar
como hospedero intermediario a Python reticulatus mientran
que el nvevo organismo descrito desarrolla su gametogonia en
gatos domésticos de acuerdo al estudio experimental

desarrollado.

S. sigmodontis {(Dubey & Sheffield, 1988) aunque es ul-
traestructuralmente similar a S. neotomafelis difiere por
presentar quistes macroscopicos con varios centimetros de
largo y parasitan unicamente musculo esquelético; ademds

de no parasitar perros ni gatos domésticos.

Otra de las especies similares ultraestructuralmente
fué S. muris, mds sin embargo se observaron diferencias
debido a que esta presenta una pared primaria constituida
por numerosas vesiculas proyectdndose hacia las células

del hospedero sin desarrollar las protrusiones tipicas ni
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la pared quistica secundaria, aunque cabe mencionar que es-
tos organismos utilizan como hospedero definitivos a gatos

domésticos (Mehlhorn & Frenkel, 1980).

Los oogquistes no esporulados obtenidos en las heces de
los gatos también han sido observados por Powell & McCarley
(1975) guienes trabajan con sarcoquistes de Sarcocystis mu-
ris obtenidos de ratones de laboratorio e infectan gatos,
en los cuales observan un periodo prepatente de 5-13 y un pe-
riodo patente de 7-20 dias, lo cual es similar a los resulta-
dos obtenidos en este estudio. Aungue Melhorn & Frenkel
(1980) describen que los ocoquistes de Hammondia son evacua-
dos sin esporular, semejantes a los de Tomplasma gondii,
mientras que los ooquistes sarcosporidianos siempre desarro-

llan esporocistos con esporozoitos antes de ser evacuados.

La presencia de una pared secundaria observada en
S.neotomafelis se debe a la “"edad"™ del sarcoquiste, debido
a gue el tejido gque lo rodea tiende a atrofiarse y a degene-
rar ocasionando la formacién de tejido fibroso, asi mismo,
en la zona central o medula del quiste los bradizoitos dege-
neran ocasionando la aparicién de una zona vacia. Estas ob-
servaciones son apoyadas por los trabajos desarrollados re-
cientemente por Munday & Obendorf (1984) guienes describen

una pared quistica con una morfologfa que varia de acuer-
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do a la edad del sarcoquiste. Tambien Gjerde (1985a, b) men-
ciona que la pared quistica secundaria representa el mate-
rial fibrilar que rodea la zona parasitada para formar una
cdpsula desarrollado por el tejido del hospedero. Tambien
Gjerde suguiere que a la pared primaria se le denomine mem-
brana quistica debido a que esta es realmente una membrana

unitaria con lo cual concordamos.

Otros estudios similares realizados en el extranjero
son los de Kan (1979), quien realiza observaciones ultraes-
tructurales de la pared gquistica de los sarcoquistes encon-
trados en cuatro especies de roedores (Rattus r. diiardi,
R. exulans, R. jalorensis, R. annandalei) y una bandi-
cota (Bandicota indica) de Malaysia, en base a sus observa-
ciones describe tres tipos de Sarcocystis nombrdndolos Ti-
po I, II y III en base a las caracteristicas y dimensiones
de varias estructuras de la pared quistica. Daly y Markus
(1980) utilizan la uvltraestructura de la pared guistica para
la separacidén de las especies de Sarcocystis, porque se-
guin mencions "es caracteristica de cada especie y puede
usarse para distinguir‘ entre ellas, especialmente cuando se
trata de la misma especie de hospederos™, en su estudio des-
criben la pared quistica de un sarcoquiste de Rattus norve-

gicus.

Para la ubicacién correcta del género Sarcocystis
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fué necesario caracterizarlo con estudios de ultraestructu-
ra para distinguirlo de otros organismos afines como Hammon-
dia y Toxoplasma, de acuerdo al criterio establecido por
Melhorn & Frenkel (1980), quienes mencionan que las fases
parasitas de metrocitos y bradizoitos (merozoitos quisticos)
en Barcocystis difieren significativamente de los de Tom-—
plasma gondii y H<s bhammondi. Los quistes de ambos organis-
mos no difieren significativamente excepto por el tamafio de
los bradizoitos y la presencia de una zona vesiculas que ro-
dean l0s gQuistes mds viejos de H. hammondi. Sin embargo,
T. gondii y E. bhammondi difieren ambos de Sarcocystis
muris en que esta Ultima tiene una pared guistica primaria
‘con vesiculas esféricas y tallo corto con metrocitos los
cuales nunca se observan en en los de Toxplasma o Hammon-
dia, ademds, las dos idltimas especies no presentan septos
al verlos al microscopio electrénico de transmisién. Estas
observaciones confirman el ordenamiento genérico de los or-

ganismos aqui descritos.
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